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RESUMO 

OZORIO DOS SANTOS, E. Investigação das quinases Auorora A e Aurora B como 

potenciais alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido pelo oncogene KRAS. 2013. 

161p. Dissertação (Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

As alterações genéticas mais frequentes em tumores de pulmão são mutações pontuais que 

ativam o oncogene KRAS. Apesar destas mutações estarem ligadas à oncogênese de forma 

causal, diferentes abordagens para inibir as proteínas RAS diretamente fracassaram na clínica. 

Portanto, para que melhores alvos terapêuticos para o câncer de pulmão se tornem 

disponíveis, será necessário identificar as vias sinalizadoras ativadas pela proteína KRAS, que 

são críticas para a oncogênese. O objetivo deste projeto foi identificar novos alvos 

terapêuticos na oncogênese pulmonar induzida pela KRAS. Este projeto se baseou na seguinte 

hipótese: (1) a KRAS oncogênica leva à ativação das quinases mitóticas Aurora A e/ou B e 

(2) que as quinases Aurora A e/ou B são alvos terapêuticos relevantes no câncer de pulmão 

induzido pelo oncogene KRAS. Esta hipótese foi formulada com base em estudos anteriores 

mostrando que a quinase Aurora A fosforila diretamente componentes das vias efetoras de 

RAS, e que a Aurora A e Aurora B cooperam com a RAS oncogênica na transformação 

maligna. Para testar esta hipótese, nós inicialmente determinamos se a forma oncogênica da 

KRAS induz a expressão das quinases Aurora A e B. Para tanto, nós usamos 3 modelos 

celulares: (1) uma linhagem primária epitelial pulmonar imortalizada e seu par isogênico 

transformado pela KRAS oncogênica; (2) células tumorais pulmonares H1703 manipuladas 

geneticamente para expressar a forma oncogênica da KRAS de forma induzível; e (3) células 

de adenocarcinoma pulmonar portadoras de mutações oncogênicas em KRAS H358 e A549 

manipuladas geneticamente para expressar short hairpin RNAs (shRNAs) para KRAS de 

forma induzível. Em todos os casos, a expressão da forma oncogênica da KRAS se 

correlacionou positivamente com a expressão de Aurora A e B. Para validar as quinases 

Aurora A e B como alvos relevantes do ponto de vista terapêutico, nós usamos, nas células 

mencionadas acima, abordagens genéticas ou farmacológicas para inibir a expressão ou 

atividade das quinases Aurora A e B. Nas células A549 e H358, portadoras da forma 

oncogênica da KRAS, a inibição da expressão das quinases Aurora A ou B por interferência 

de RNA de forma induzível, bem como o tratamento com um inibidor dual destas quinases, 

reduziu o crescimento, viabilidade e tumorigenicidade celulares in vitro. Mais importante do 

que isso, no modelo celular primário isogênico, bem como na linhagem H1703 com expressão 

induzível de KRAS oncogênica, a inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e B 

levou a uma redução no crescimento, viabilidade e tumorigenicidade celulares de forma 

dependente da presença da KRAS oncogênica, sugerindo que a inibição das quinases Aurora 

A e B afeta especificamente células transformadas pela KRAS. Em conclusão, nossos 

resultados apoiam a nossa hipótese de que as quinases Aurora são alvos da KRAS oncogênica 

no pulmão, e sugerem a inibição das quinases Aurora como uma nova abordagem para a 

terapia do câncer de pulmão induzido pela forma oncogênica da KRAS. 

Palavras-chave: câncer de pulmão, KRAS, quinases Aurora. 

 

 



ABSTRACT 

OZORIO DOS SANTOS, E. Investigation of Aurora A and Aurora B kinases as potential 

targets in KRAS-induced lung cancer. 2013. 161p. Master’s Degree Dissertation - Post-

graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São 

Paulo. 

 

The most frequent genetic change found in lung tumors are activating point mutations in the 

KRAS gene, which have been causally linked to the oncogenic process. Unfortunately, 

different approaches to target RAS proteins for therapy have been unsuccessful. Therefore, in 

order to select better targets for lung cancer therapy, key cancer-relevant KRAS downstream 

pathways will need to be identified. The overall objective of this study was to identify novel 

therapeutic targets in KRAS-mediated lung cancer. This project was based on the following 

hypothesis: (1) KRAS activates mitotic kinases Aurora A and/or B; and (2) Aurora A and/or 

B are relevant therapeutic targets in KRAS-induced lung cancer. This hypothesis was 

formulated on the basis of published studies showing that Aurora A directly phosphorylates 

RAS effector pathway components, and Aurora A and B both cooperate with oncogenic RAS 

to promote malignant transformation. In order to test this hypothesis, we first determined 

whether oncogenic KRAS induces Aurora kinase expression. For that purpose, we used three 

different cell-based models: (1) an immortalized primary lung epithelial cell line and its 

isogenic KRAS-transformed counterpart, (2) H1703 lung cancer cell line engineered to 

express oncogenic KRAS inducibly, and (3) KRAS positive lung cancer cell lines H358 and 

A549 stably expressing inducible shRNAs targeting KRAS. In all cases, KRAS expression 

positively correlated with Aurora A and Aurora B expression. In order to validate Aurora A 

and/or B as therapeutically relevant KRAS targets in lung cancer, we used genetic and/or 

pharmacological approaches in the abovementioned cells to inactivate Aurora A or B. In 

KRAS positive H358 and A549 cell lines, inducible shRNA-mediated knockdown of Aurora 

A or B, as well as treatment with a dual Aurora A and B inhibitor, decreased growth, viability 

and tumorigenicity in vitro. More importantly, in the primary isogenic model and in the 

H1703 KRAS-inducible cell line, dual pharmacological inhibiton of Aurora A and B reduced 

growth, viability and tumorigenicity in an oncogenic KRAS-dependent manner. This suggests 

that Aurora kinase inhibition therapy can specifically target KRAS transformed cells. In 

conclusion, our results support our hypothesis that Aurora kinases are important KRAS 

targets in lung cancer and suggest Aurora kinase inhibition as a novel approach for KRAS-

induced lung cancer therapy. 

Key-words: lung cancer, KRAS, Aurora kinases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O Câncer de pulmão 

O câncer de pulmão é a principal causa de morte relacionada ao câncer no mundo. 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) para o ano de 2008 apontaram o câncer de 

pulmão como aquele de terceira maior incidência em ambos os sexos, ou de segunda maior 

incidência considerando-se os sexos individualmente, com cerca de 23,7 novos casos 

diagnosticados para cada 100.000 habitantes. De qualquer forma, para o mesmo ano, as 

neoplasias pulmonares foram as responsáveis pelo maior número de mortes relacionadas ao 

câncer em todo o mundo, com cerca de 20,3 óbitos para cada 100.000 habitantes (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1. Incidência e mortalidade para as principais neoplasias humanas, considerando-se 

ambos os sexos e todas as faixas etárias, no ano de 2008, no mundo. O câncer de pulmão apresenta 

a terceira maior incidência e é a principal causa de morte relacionada a neoplasias humanas, 

considerando-se ambos os sexos. Os rótulos de dados mostram a incidência e mortalidade para o 

câncer de pulmão, especificamente. Adaptado de: ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 

2008. 

 No Brasil, no ano de 2008, o câncer de pulmão obteve a quarta maior incidência em 
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100.000 habitantes, e foi o terceiro principal responsável pelas mortes relacionadas ao câncer, 

com cerca de 11,8 mortes para cada 100.000 habitantes (Figura 1.2).  

 

Figura 1.2. Incidência e mortalidade para as principais neoplasias humanas, considerando-se 

ambos os sexos e todas as faixas etárias, no ano de 2008, no Brasil. O câncer de pulmão apresenta a 

quarta maior incidência e é uma das principais causas de morte relacionada a neoplasias humanas, 

considerando-se ambos os sexos. Os rótulos de dados mostram a incidência e mortalidade para o 

câncer de pulmão, especificamente. Adaptado de: ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 

2008. 

 

As diferenças observadas em relação aos dados mundiais são devidas, sobretudo, ao 

fato de o câncer de pulmão possuir uma forte correlação com o histórico de fumo, hábito esse 

que vem decrescendo no país nas últimas décadas (CAVALCANTE, T. M., 2005). O 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), em estudos realizados entre os anos de 1989 e 2004, 

apontou uma queda de 33% no consumo per capita de cigarros no Brasil (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE/INCA, 2004). Por outro lado, o consumo global mostrou um aumentou cerca de 50% 

durante o período de 1975 a 1996, às custas do crescimento do consumo em países menos 

desenvolvidos (WORLD BANK, 1999; WHO, 2001). 
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Os primeiros estágios da doença tendem a ser assintomáticos. Consequentemente, no 

momento do diagnóstico, a maioria dos tumores tende a ser superestadiada (estágios III e IV) 

e é mais resistente ao tratamento quimioterápico, sendo frequentemente recorrente após 

dissecção (TAN, Y. K. et al., 2003). De fato, a sobrevida em cinco anos para o câncer de 

pulmão é uma das menores em comparação a outras neoplasias humanas, podendo chegar a 

menos de 5% em 5 anos para os estágios mais avançados da doença (Figura 1.3). 

 

 

 

Figura 1.3. Sobrevida relativa em cinco anos para o câncer de pulmão em função do 

estadiamento no momento do diagnóstico. O câncer de pulmão apresenta uma das menores 

sobrevidas em cinco anos, comparado a outras neoplasias humanas de mesmo estadiamento. A 

sobrevida decai grandemente em função da evolução tumoral e resistência ao tratamento 

quimioterápico, podendo chegar a menos de 5% para os estágios mais avançados da doença. 

Modificado de: TAN, Y. K. et al., 2003. 

 

Há dois tipos principais de cânceres de pulmão: câncer de pulmão de células não 

pequenas (non-small cell lung cancer – NSCLC) e câncer de pulmão de células pequenas 

(small cell lung cancer – SCLC). O NSCLC ocorre muito mais frequentemente e é 



representativo de 85% dos casos de câncer de pulmão (NATIONAL CANCER 

INSTITUTE, 2009). 

De acordo com o tipo de célula afetada, o NSCLC pode, ainda, ser subdivido em 

carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma, e carcinoma de células grandes. O 

carcinoma de células escamosas é responsável por cerca de 30% de todos os casos de câncer 

de pulmão e geralmente se desenvolve na região central, interior dos pulmões ou nos 

brônquios maiores, sendo aquele de maior correlação com o histórico de fumo (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2013).  

Os adenocarcinomas representam cerca de 30% das lesões pulmonares invasivas, 

tendendo a ocorrer na maioria dos casos em regiões periféricas nas vias aéreas menores 

(ADDARIO, G. D. et al., 2010). Já o carcinoma de células grandes é responsável por cerca 

de 10% de todos os casos, cresce muito e se espalha rapidamente para outras regiões do 

pulmão (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013).  

Por outro lado, o SCLC conta com 20% de todos os casos de câncer de pulmão e 

crescem principalmente na região central nos brônquios maiores. Este é também o mais 

invasivo e metastático de todos os tipos de cânceres de pulmão (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2012). 

Recentemente, tem se tornado muito evidente que, não somente pelo perfil 

histológico, os tumores possuem inúmeras e distintas características moleculares que 

permitem sua classificação em várias subclasses, por exemplo, de acordo com mutações 

específicas encontradas em genes que regulam diversas funções biológicas importantes. 

De fato, mutações em diversos genes relacionados à proliferação e sobrevida celulares 

tem sido descritas em inúmeros trabalhos (Figura 1.4). As mutações mais frequentemente 

encontradas em NSCLC são observadas nos genes KRAS, BRAF e EGFR (SHARMA, S. V. 



et al., 2010), mas uma série de outras alterações genéticas podem também estar envolvidas na 

tumorigênese pulmonar, bem como em outros processos oncogênicos.  

 

 

Figura 1.4. Estratificação das principais mutações associadas ao desenvolvimento de NSCLC e 

drogas utilizadas atualmente na oncologia clínica. Inúmeras mutações pontuais são conhecidas por 

estarem correlacionadas ao desenvolvimento de tumores pulmonares, e grande sucesso clínico tem 

sido obtido com o desenvolvimento de terapias dirigidas. KRAS é o gene mais frequentemente mutado 

encontrado em câncer de pulmão, para o qual, entretanto, ainda não existem terapias-alvo efetivas. 

Adaptado de: SHARMA, S. V. et al., 2010. 

 

Com a descoberta da etiologia da maioria dos processos oncogênicos pulmonares e o 

conhecimento aprofundado dessas anormalidades, inúmeros esforços tem sido feitos no 

sentido de se desenvolver novas terapias capazes de bloquear a atividade desses genes 

mutados. De fato, a clínica oncológica tem obtidos sucessos com o uso de medicamentos 

alvo-dirigidos no tratamento do câncer de pulmão (LEE, E. et al., 2013 ; MAJEM, M. et al., 

2013 ; MORABITO, A. et al., 2013). Por exemplo, inibidores como gefitinibe e crizotinibe, 

desenvolvidos para bloquear a atividade de EGFR mutante (PAEZ, J. G. et al., 2004) ou de 

quinases quiméricas resultantes da translocação do gene que codifica a quinase ALK 

(GERBER, D. E. et al., 2010), respectivamente, tem mostrado sucesso na clínica oncológica 



(FIGURA 1.4). Entretanto estes sucessos beneficiam uma proporção pequena dos pacientes, 

uma vez que estas alterações moleculares não são muito frequentes, além de estarem 

associados com desenvolvimento de resistência à terapia (XU, Y. et al., 2010; KATAYAMA, 

R. et al., 2012). 

As mutações em KRAS representam cerca de 30 a 50% de todos os casos de câncer de 

pulmão de células não pequenas, tornando a forma mutada da KRAS um alvo terapêutico 

racional, cuja inibição efetiva tem o potencial de contribuir de forma mais abrangente para o 

tratamento do câncer de pulmão. De fato, KRAS tem sido reportada como agente causador 

direto de tumores em muitos casos diagnosticados de câncer de pulmão. Entretanto, todos os 

esforços feitos até hoje no sentido de se inibir a atividade dessa proteína falharam 

clinicamente (FRIDAY, B. B. et al., 2005). 

 Portanto, para o desenvolvimento de novas terapias-alvo que contribuam efetivamente 

para o tratamento de pacientes portadores de câncer de pulmão induzido por mutações em 

KRAS,  torna-se extremamente importante o entendimento mais aprofundado das vias de 

sinalização de KRAS na oncogênese pulmonar, visando a identificação de alvos terapêuticos 

potenciais. 

 

1.2. A pequena GTPase KRAS 

1.2.1. Histórico 

KRAS é membro da família das pequenas GTPases, um grupo de proteínas 

monoméricas de aproximadamente 21kDa, ancoradas à membrana plasmática, cuja estrutura e 

função tem sido largamente estudadas ao longo das últimas décadas. A família RAS é 

constituída de três membros envolvidos na oncogênese humana, HRAS, NRAS e KRAS.  



Os primeiros dois genes RAS, HRAS e KRAS, foram identificados nos estudos de dois 

vírus causadores de cânceres, o vírus dos sarcomas de Harvey e Kirsten (CHANG, E. H. et 

al., 1982), que receberam estes nomes em função de seus descobridores, Jennifer Harvey 

(HARVEY, J. J. et al., 1964) e Werner Kirsten (KIRSTEN, W. H. et al., 1970), 

respectivamente. 

O maior interesse em RAS veio, entretanto, após a tentativa de experimentos 

desenhados para identificar genes humanos homólogos aos dos sarcomas de Harvey e Kirsten. 

Nesse sentido, em 1982, PARADA et al. transfectaram células NIH-3T3 com DNA isolado de 

células tumorais humanas. Após ensaios biológicos de formação de colônias, observou-se que 

as colônias transformadas continham o gene humano HRAS e que uma mutação no códon 12 

desse gene era crucial para suas propriedades oncogênicas (PARADA, L. F. et al., 1982). 

Por meio de abordagens semelhantes, outras mutações foram encontradas nos genes 

humanos KRAS e em um terceiro gene, NRAS (encontrado em neuroblastomas). Todas as 

mutações foram invariavelmente encontradas nos códons 12,13 e 61 nos três genes RAS. 

Análises posteriores de vários tumores humanos utilizando-se abordagens mais diretas para 

detecção de mutações revelaram que cerca de 30% de todos os tumores humanos apresentam 

mutações nos genes RAS (BOS, J. L., 1989). 

Uma vez que as GTPases RAS estão envolvidas no crescimento e sobrevida celulares, 

além de processos oncogênicos, adventou-se a idéia de que RAS poderia participar da 

transdução de sinais. De fato, a primeira evidência de que RAS está envolvida na transdução 

de sinais veio da observação de que RAS se liga ao GTP e GDP com alta afinidade (SHIH, T. 

Y. et al., 1980). Além disso, experimentos envolvendo células NIH3T3 nas quais foram 

introduzidos anticorpos anti-RAS, mostraram completa inibição da síntese de DNA induzida 

por soro fetal bovino (SMITH, M. R. et al., 1986). 



Esses resultados, em combinação com as propriedades oncogênicas de RAS levaram à 

hipótese de que RAS controla a transdução de sinais de moléculas sinalizadoras externas até 

efetores intracelulares que regulam a proliferação celular (DOWNWARD, J. et al., 1990). 

Essas hipóteses foram rapidamente confirmadas com os achados de que fatores de 

crescimento extracelulares rapidamente ativam RAS, levando a um aumento na concentração 

intracelular do complexo RAS-GTP (SATOH, T. et al., 1990). 

As mutações oncogênicas em RAS resultam em uma incapacidade da proteína de 

hidrolisar o GTP ligado no sítio regulatório e consequente permanência em seu estado ativo. 

Uma vez que RAS permanece constantemente ativada, as células recebem um sinal contínuo 

de proliferação e sobrevida, mesmo na ausência de estímulos extracelulares (di 

MAGLIANO, M. P. et al., 2013). 

 

1.2.2. Estrutura e função das proteínas RAS 

Cada uma das proteínas RAS compartilha cerca de 85% de homologia em sua 

estrutura primária, em relação aos demais membros da família.  O transcrito primário do gene 

KRAS é ainda sujeito a splicing alternativo, gerando dois transcritos, KRAS4A e KRAS4B 

(DER, C. J., 1989). Quase todas as proteínas RAS possuem 188 resíduos de aminoácidos 

constituintes da sua estrutura primária. Isso é válido para HRAS, NRAS e KRAS4A. A 

proteína KRAS4B, provinda do splicing alternativo do mRNA de KRAS, é ligeiramente maior 

que os demais membros da família, apresentando um resíduo de aminoácido adicional 

(BARBACID, M., 1987). 

Embora as proteínas RAS apresentem alta homologia estrutural, elas são 

funcionalmente distintas. Esse fato é corroborado por meio da observação de que há uma 



presença prevalente de oncogenes RAS específicos em formas particulares de tumores 

humanos (MITSUUCHI, Y. et al., 2002; GRADY, W. M. et al., 2002; JAFFEE, E. M. et 

al., 2002; ALMOGUERRA, C. et al., 1988) e, também, pelos diferentes padrões de 

expressão, processamento pós-traducional, localização subcelular entre as isoformas de RAS 

(CASTELLANO, E. et al., 2011). 

As proteínas RAS apresentam domínios altamente conservados (DYKES, D. C. et al., 

1992). Todos os aminoácidos 1 a 165, da extremidade aminoterminal, são altamente 

conservados entre os quatro membros da família RAS, enquanto que os 25 resíduos de 

aminoácidos da extremidade carboxiterminal dessas proteínas apresentam uma considerável 

variação quanto à sua homologia (DYKES, D. C. et al., 1993). Dentro desses motivos 

altamente conservados, existem diversos motivos importantes para a função dessas proteínas, 

incluindo sítios de ligação ao GTP, sítios múltiplos de ligação a proteínas efetoras, e duas 

regiões denominadas Switch I e Switch II (PAI, E. F. et al., 1990). Switch I e Switch II são 

responsáveis pelas interações com dois grupos de proteínas muito importantes para o controle 

da atividade de RAS, os fatores de troca do nucleotídeo de guanina (ou GEFs — do inglês, 

Guanine nucleotide exchange factors), e as proteínas ativadoras de GTPase (ou GAPs — do 

inglês, GTPase activating proteins) (PAI, E. F. et al., 1989). A estrutura cristalina das 

proteínas RAS revela que essas proteínas existem em diferentes conformações em virtude da 

sua ligação a GTP ou GDP (BORIACK-SJODIN, P.A. et al., 1998), que são comumente 

importantes para sua ligação às GAPs e GEFs (MARGARIT, S. M. et al., 2003).  

A região variável na extremidade carboxiterminal contém sequências importantes que 

guiam as modificações pós-traducionais dessas proteínas, incluindo CAAX box, que é 

responsável por direcionar as modificações lipídicas nessa região, permitindo a correta 

ancoragem das proteínas RAS à membrana plasmática. KRAS4A e KRAS4B diferem nessa 



região, o que resulta em uma sutil diferença quanto às modificações pós-traducionais que elas 

sofrem (Figura 1.5) (FRIDAY, B. B. et al., 2005). 

 

 

Figura 1.5. Domínios conservados e sítios regulatórios das proteínas RAS, exemplificado por 

KRAS. A proteína KRAS contém um número definido de domínios funcionais. Múltiplas regiões 

participam da ligação do GTP. Switch I é responsável pela interação com as GAPs e uma série de 

efetores de RAS, enquanto que Switch II é responsável pela interação com as GEFs. O domínio 

hipervariante contém uma região rica em resíduos de lisina e uma sequencia de resíduos de 

aminoácidos conservados, denominada CAAX. Essas sequências são importante para a atividade de 

KRAS, a primeira porque permite a ancoragem da proteína à membrana plasmática, e a segunda 

porque guia uma série de modificações pós-traducionais fundamentais para a localização subcelular de 

KRAS (Modificado de FRIDAY, B. B. et al., 2005). 

 

Todas as proteínas RAS sofrem modificações pós-traducionais de múltiplos estágios, 

que promovem a ligação de múltiplos grupos hidrofóbicos à extremidade carboxiterminal, 

permitindo a ancoragem dessas proteínas à membrana (Figura 1.6). A correta localização 

dessas proteínas é essencial para sua atividade como transdutoras de sinais extracelulares. 

Todas as proteínas RAS sofrem farnesilação de uma cisteína presente na extremidade 

carboxiterminal, reação esta catalisada com uma enzima farnesiltransferase. Essa enzima 

reconhece um motivo específico denominado CAAX, onde C representa um resíduo de 

cisteína, A representa um aminoácido alifático (leucina, isoleucina ou valina) e X representa 

uma metionina, serina, leucina ou glutamina (SCHABER, M. D. et al., 1990). 

Algumas proteínas RAS são também substratos para geranilgeraniltransferases do tipo 

I (GGT-1) ou geranilgeraniltransferases do grupo II (GGT-2), sobretudo na presença de 

inibidores da farnesilação. As enzimas GGT-1 reconhecem o mesmo motivo CAAX que as 



farnesiltransferases, e a escolha entre farnesilação ou geranilgeranilação é determinada pelo 

aminoácido X terminal (MOORES, S. L. et al., 1991). Quando a farnesilação é inibida 

farmacologicamente, KRAS e NRAS, mas não HRAS, são geranilgeraniladas por GGT-1. Já 

as enzimas GGT-2 reconhecem proteínas contendo dois resíduos de cisteína contíguos na 

extremidade carboxiterminal das proteínas RAS (WHYTE, D. B. et al., 1997). 

 

 
 

Figura 1.6. Modificações pós-traducionais necessárias para a ancoragem das proteínas RAS à 

membrana plasmática. Todas as proteínas RAS contém um motivo CAAX na extremidade 

carboxiterminal direcionado à farnesilação no resíduo de cisteína pela farnesiltransferase. Algumas 

proteínas RAS são também substratos da geranilgeraniltransferase, particularmente na presença de 

inibidores da farnesiltransferase. Posteriormente, o tripeptídio AAX é removido por uma enzima 

proteolítica Rcel, seguido pela metilação do resíduo de cisteína. A partir desse ponto, todas as 

proteínas RAS são modificadas diferencialmente, com KRAS4A recebendo um grupo palmitoil em 

um resíduo de cisteína próximo da extremidade carboxiterminal, enquanto KRAS4B utiliza um 

domínio rico em lisina para a ancoragem à membrana plasmática (Modificado de FRIDAY, B. B., et 

al., 2005). 

 

Posteriormente, uma enzima proteolítica remove o tripeptídio AAX da sequência 

CAAX (TRUEBLOOD, C. E. et al., 2000). A cisteína farnesilada remanescente é 



carboximetilada por uma metiltransferase que utiliza adenosilmetionina como doador de 

carbonos para a reação enzimática (CLARKE, S., 1992).  

Finalmente, todas as proteínas RAS, exceto KRAS4B, sofrem palmitoilação do grupo 

SH em resíduos de cisteína próximos à extremidade carboxiterminal, permitindo a ancoragem 

das proteínas RAS à membrana (RESH, M. D., 2004). Funcionalmente similar à 

palmitoilação, KRAS4B apresenta uma região rica em lisina que também direciona sua 

ancoragem à membrana (JACKSON, J. H. et al., 1994). 

 

1.2.3. Regulação da atividade de RAS 

Todas as proteínas RAS atuam no controle e transdução de sinais, de receptores de 

membrana até alvos intracelulares. Como todas as GTPases, o mecanismo de ativação de RAS 

consiste na troca de GDP por GTP, e sua inativação ocorre por hidrólise do GTP a GDP. 

A ativação das vias de transdução de sinais onde as proteínas RAS participam é muito 

complexa, dado o vasto número de estímulos que podem iniciar a transdução de sinais por 

estas vias. A ativação de RAS começa com a ativação de diversos efetores a montante, 

incluindo os receptores de tirosina quinases, integrinas, proteínas G heterotriméricas e 

receptores de citocinas (AVRUCH, J. et al., 2001; CANTRELL, D. A., 2003; 

GHOBRIAL, I. M. et al., 2002; HENNING, S. W. et al., 1998; KINBARA, K., 2003; 

LIEBMANN, C., 2001; PARISE, L. V. et al., 2000). 

Dentre todos esses, os mais bem estudados e entendidos são os receptores do tipo 

tirosina quinase (HELDIN, C. H., 1995), como o receptor de EGF, por exemplo (Figura 

1.7). A ligação de um ligante ao receptor de EGF induz a sua dimerização, em um processo 

que resulta na justaposição de seus domínios catalíticos citoplasmáticos (LEMMON, M. A. 



et al., 1994). Uma vez que esses domínios possuem atividade de tirosina quinase e que eles 

próprios possuem sítios suscetíveis à fosforilação, o que ocorre é a autofosforilação cruzada 

desse receptor, ativando-o (WEISS, F. U. et al., 1997). 

 

 

Figura 1.7. Ativação das proteínas RAS mediada via receptor tirosina-quinase. A ligação de um 

ligante ao receptor tirosina quinase induz sua dimerização e autofosforilação dos domínios 

intracelulares. Esse processo recruta proteínas assessórias GRB2, que interagem com fatores de troca 

do nucleotídio de guanina (GEFs). As GEFs reconhecem o complexo RAS-GDP e deslocam o GDP 

para fora do sítio de ligação a nucleotídeo da GTPase. Uma vez que RAS possui igual afinidade de 

ligação para GTP e GDP, qualquer um destes nucleotídios pode se ligar novamente à enzima. 

Entretanto, uma vez que a razão citoplasmática GTP/GDP é alta, GTP se liga preferenciament à 

proteína, ativando-a. Findo o sinal molecular mediado pelo receptor tirosina-quinase, o complexo 

RAS-GTP é reconhecido por fatores ativadores de GTPase (GAPs), que aumentam a capacidade 

catalítica de RAS. O GTP é hidrolisado a GDP e um novo ciclo de ativação/inativação é iniciado. 

 

Quando isso ocorre, proteínas adaptadoras, como GRB2, são recrutadas e estas, por 

sua vez, recrutam uma série de fatores de troca do nucleotídeo de guanina (GEFs) para a 

membrana plasmática (SCHLESSINGER, J., 2000). Atualmente, várias GEFs são 

conhecidas em mamíferos. Por exemplo, SOS1 e SOS2 são proteínas fortemente relacionadas 

que medeiam a ativação RAS pelos receptores do tipo tirosina quinase (SIMON, M. A. et al., 

1993). Recentemente, a estrutura cristalina de RAS com domínios catalíticos de SOS foi 

resolvida, mostrando que as proteínas SOS reconhecem e interagem com sítios Switch I e 



Switch II na conformação específica do complexo RAS-GDP (BORIACK-SJODIN, P. A. et 

al., 1998).  

Como consequência, SOS insere um loop no sítio que liga GDP levando a uma 

alteração conformacional próximo ao Switch I. Como consequência o complexo RAS-GDP é 

desfeito. O sítio de ligação ao GDP/GTP, que encontra-se vazio na proteína, tem a capacidade 

de ligar-se a GDP ou GTP com igual afinidade (Kd = 10pM). Entretanto, como no citosol 

celular a concentração de GDP é muito menor que a de GTP, RAS se associará 

preferencialmente com o GTP, tornando-se ativa (BARBACID, M., 1987). 

O final do sinal molecular do complexo RAS-GTP ocorre mediante a hidrólise do 

GTP a GDP pela própria atividade enzimática intrínseca de RAS. Essa atividade enzimática, 

entretanto, é muito pequena para permitir que RAS hidrolise eficientemente o GTP de modo 

compatível com o funcionamento celular normal. A atividade GTPásica de RAS é 

grandemente aumentada por meio de sua interação com as proteínas ativadoras de GTPase 

(GAPs) (FIGURA 1.8) (SCHEFFZEK, K. et al., 1997). 

 

Figura 1.8. Mecanismo de switch molecular das proteínas RAS. As proteínas RAS oscilam entre 

um estado ativo, ligado ao GTP, e um estado inativo, ligado ao GDP. A troca de GDP por GTP e 

posterior hidrólise do GTP são processos mediados por fatores de troca do nucleotídio de guanina 

(GTP exchange factors - GEFs) e proteínas ativadoras da GTPase (GTPase activating proteins - 

GAPs). 

 

Pelo menos duas GAPs, p120GAP (RASA1) e NF1, são responsáveis pela regulação 

negativa da atividade de RAS. O sítio catalítico de RAS apresenta dois resíduos de 



aminoácidos fundamentais para a catálise enzimática, uma glutamina no códon 61 e uma 

tirosina no códon 35, que participam diretamente da hidrólise do GTP. As GAPs fornecem um 

terceiro aminoácido, uma arginina (dedo de arginina) essencial para a catálise enzimática da 

reação de hidrólise do GTP (Figura 1.9) (SCHEFFZEK, K. et al., 1997). 

 

 

Figura 1.9. Resíduos de aminoácidos envolvidos na catálise enzimática da hidrólise do GTP 

ligado à RAS. RAS apresenta dois aminoácidos, uma glutamina no códon 61 e uma tirosina no códon 

35, fundamentais para a catálise enzimática, mas que sozinhos são incapazes de hidrolisar 

eficientemente o GTP ligado no sítio ativo da proteína. As GAPs fornecem um motivo estrutural 

contendo um arginina que aumenta grandemente a capacidade de RAS de hidrolisar o GTP, 

contribuindo, assim, para o fim da transdução de sinal mediada por RAS (Modificado de: 

SCHEFFZEK, K. et al., 1997). 

 

As proteínas RAS possuem um número muito grande de efetores moleculares 

conhecidos relacionados a diversas funções celulares, tais como crescimento, sobrevida, 

diferenciação e angiogênese. Essas vias de sinalização têm se mostrado cada vez mais 

complexas, uma vez que o número de efetores descritos tem aumentado e a complexidade da 

regulação cruzada dessas vias tem se tornado mais bem entendida (Figura 1.10). 

 



 

Figura 1.10. Principais vias ativadas por RAS. A ativação do receptor tirosina quinase (RTK) por 

fatores de crescimento (EFG e FGF) estimula a autofosforilação dos domínios SH2 no lado citosólico 

de RTK, recrutando a proteína GRB2. Os fatores de troca do nucleotídio de guanina (GEFs), tais como 

SOS-1, estão localizados na membrana próximos ao Grb2, que, então, estimula RAS a trocar GDP por 

GTP. A proteína RAS ativa interage com uma série de efetores moleculares, incluindo PI3K, MEKKI, 

RAF, RalGEFs e PLC, gerando diferentes respostas celulares. A sinalização mediada por RAS é 

terminada quando a essa proteína interage com fatores denominados ativadores de GTPase (GAPs), e 

cliva o GTP a GDP. (Modificado de FRIDAY, B. B., et al., 2005). 

 

1.2.4. KRAS e câncer 

As proteínas RAS tem sido implicadas como responsáveis pela gênese e manutenção 

do fenótipo maligno de diversos tumores. O mecanismo molecular pelo qual RAS pode levar 

à transformação maligna está ilustrado na Figura 1.11. As principais alterações genéticas 

encontradas em RAS são mutações pontuais que ocorrem principalmente nos códons 12, 13 e 

61. Os códons 12 e 13 codificam aminoácidos fundamentais para o reconhecimento das 

GAPs, de modo que mutações presentes nessas regiões tornam RAS incapaz de interagir com 

as mesmas, levando à ativação permanente de RAS, o que pode iniciar um processo 

oncogênico (AVIEL-RONEN, S. et al., 2006). Por outro lado, as mutações no códon 61 

induzem a substituição de um resíduo de glicina presente no sítio catalítico de RAS, que é 

fundamental para a catálise enzimática da hidrólise do GTP ao GDP. Nesse caso, RAS perde 

completamente sua atividade catalítica, mesmo que as GAPs ainda sejam capazes de 



reconhecer e interagir normalmente. De qualquer forma, seja por perda da atividade 

enzimática ou perda das interações proteína-proteína, as mutações nos códons 12, 13 e 61 

impedem que o complexo RAS-GTP seja desfeito. Dessa forma, RAS permanentemente ativa 

é capaz de transduzir sinais moleculares constitutivamente aos seus efetores, culminando com 

uma maior sobrevida e proliferação celulares, que podem resultar em transformação maligna. 

 

 

Figura 1.11. Mecanismo molecular da oncogênse mediada por RAS. Em células normais, RAS 

cicla entre sua forma ativa (ligada ao GTP) e inativa (ligada ao GDP), em um processo dependente da 

interação com GAPs e GEFs e compatível com a fisiologia normal de uma célula. Mutações pontuais 

nos códons 12 e 13 de RAS (aqui representada a mutação G12V) impedem que o complexo RAS-GTP 

seja reconhecido pelas GAPs, e RAS passa a emitir sinais constitutivamente aos seus efetores 

moleculares, ativando-os, o que pode iniciar o processo oncogênico. Uma terceira mutação 

comumente encontrada em RAS está presente no códon 61. Diferentemente dos códos 12 e 13, as 

mutações no códon 61 ocorrem no sítio catalítico de RAS, abolindo a capacidade catalítica de RAS, 

mesmo na presença de interação com as GAPs.  

 

Uma vez que a expressão de RAS ocorre na maioria das células humanas, tumores 

associados a mutações em RAS também são encontradas nos mais diversos tecidos. De fato, 

os genes RAS são os oncogenes mais frequentemente mutados nos cânceres humanos, estando 

mutados em aproximadamente 30% de todos os tumores humanos. 

As mutações nos genes RAS não são distribuídas uniformemente entre as isoformas. A 

maior parte das mutações em RAS são encontradas em KRAS4B, ao passo que mutações em 

HRAS são bastante raras (ELLIS, C. A. et al., 2000). De fato, os tumores humanos mostram 



diferentes perfis de ativação de oncogenes entre as isoformas de RAS. As mutações em KRAS 

ocorrem principalmente em tumores epiteliais, enquanto que mutações em NRAS e HRAS são 

raras nessas neoplasias. Por outro lado, mutações em NRAS ocorrem em alta porcentagem em 

leucemias, enquanto que tumores de medula causados por mutações em HRAS e KRAS são 

muito raros (ALMOGUERRA, C. et al., 1988; RODENHUIS, S. et al., 1992; BENTIRES-

ALJ, M. et al., 2006; CICHOWSKI, K. et al., 2001; ROCHLITZ, C. F. et al., 1989; 

TARTAGLIA, M. et al., 2005; WATZINGER, F. et al., 1999). Portanto, embora todas as 

proteínas RAS sejam altamente relacionadas em estrutura e parcialmente em função, as 

diferenças observadas quanto ao espectro de mutações em RAS e o desenvolvimento de 

tumores específicos são reflexo de seus níveis de expressão e funções célula-específicas 

(BOS, J. L. et al., 1987).  

As mutações em KRAS, não só são mais prevalentes e incidentes  nos tumores 

humanos, mas estão associadas, entre outros, a cerca de 90% dos tumores pancreáticos, 60% 

dos tumores colorretais e 50% dos tumores pulmonares (DERGHAM, S. T. et al., 1997; 

KRESSNER, U. et al., 1998 ; MASCAUX, C. et al., 2005; MOERKERK, P. et al., 1994; 

SHIBATA, D. et al., 1990; WANG, J. Y. et al., 2002). 

 Mesmo na ausência de mutações ativas, KRAS pode ainda desempenhar um papel na 

oncogênese de diversos tipos celulares, o que pode ocorrer por meio da amplificação do gene 

KRAS, superexpressão ou ativação de proteínas que atuam a montante. Cada uma dessas 

alterações celulares é capaz de promover o desenvolvimento de tumores, uma vez a maior 

atividade de KRAS culmina com a maior ativação de seus efetores. De fato, cerca de 40% dos 

adenocarcinomas de esôfago apresentam amplificação do gene RAS (GALIANA, C. et al., 

1995). Adicionalmente, a transformação de linhagens celulares específicas está associada com 

a superexpressão de KRAS
WT

 (COLEMAN, W. B. et al., 1994). 



 Essas observações mostram apenas uma correlação entre câncer e a presença de 

mutações em KRAS. Muitos outros estudos, entretanto, evidenciam que KRAS tem, em 

relação ao processo oncogênico, uma relação de causalidade. Primeiro, KRAS foi 

inicialmente descrita como o agente transformador do vírus de sarcoma Kirsten, que era 

responsável pelo fenótipo maligno de linhagens celulares derivadas dos cânceres de pulmão e 

bexiga (DER, C. J. et al., 1982). Segundo, muitos estudos mostraram que a expressão da 

forma ativa da KRAS em camundongos é suficiente para causar a transformação neoplásica e 

o aparecimento de tumores (BRAUN, B. S. et al., 2003; BREMBECK, F. H. et al., 2003; 

CAULIN, C. et al., 2004; CHAN, I. T. et al., 2004; FISHER, G. H. et al., 2001; 

JACKSON, E. L. et al., 2001; RAIMOND, A. R. et al., 2006; TUVESON, D. A. et al., 

2004; VITALE-CROSS, L. et al., 2004). E terceiro, a eliminação da atividade de KRAS, 

através da expressão de formas dominante-negativas ou através do bloqueio da expressão da 

KRAS, é capaz de reverter células malignas para um fenótipo não maligno (BOSSÙ, P. et al., 

2000; FLEMING, J. B. et al., 2005; SHIRASAWA, S. et al., 1993). Finalmente, a alta 

prevalência das mutações em KRAS dentro de um amplo espectro de neoplasias sugere que a 

KRAS desempenha um papel central no desenvolvimento do fenótipo maligno 

(ARVANITAKIS, M. et al., 2004; PUIG, P. et al., 2000). 

   

1.2.6. KRAS como alvo terapêutico direto 

Uma vez que inúmeros estudos (descritos anteriormente) mostraram que a presença de 

mutações em KRAS é capaz de transformar malignamente diversos tipos celulares, a inibição 

da atividade biológica da forma oncogênica da proteína KRAS seria, portanto, uma 

abordagem terapêutica racional para o câncer de pulmão e outras neoplasias humanas 

associadas a esta oncoproteína (ADJEI, A. A., 2008). 



 A racionalidade que suporta a KRAS oncogênica como um alvo terapêutico contra o 

câncer é baseada em diversos fatores, incluindo a função das proteínas RAS normais, a 

importância de RAS na oncogênese, as consequências da inibição de RAS em linhagens 

celulares e modelos tumorais e a prevalência de mutações de RAS em tumores humanos 

(BOONSTRA, J. et al., 1995; STACEY, D. W., 2003; DOWNWARD, J., 2004; CARY, L. 

A. et al., 1999; KRANENBURG, O. et al., 2004). 

As proteínas RAS regulam diversas vias de sinalização celulares que são importantes 

para o crescimento, proliferação, regulação do ciclo celular, sobrevida, angiogênese e 

migração celular tumoral. Uma vez que a sinalização de RAS é muito complexa, existem 

muitos passos dessas vias que poderiam servir de base para o desenvolvimento de novas 

terapias-alvo, incluindo a inibição da expressão de RAS, inibição das modificações pós-

traducionais ou do endereçamento à membrana plasmática, bloqueio das interações de RAS 

com as GEFs, e, por fim, aumento das interações RAS/GAPs (ADJEI, A. A., 2008). 

Duas abordagens para o bloqueio da expressão proteica de RAS foram descritas: o uso 

de oligonucleotídios antisenso e RNA de interferência para a KRAS (FRIDAY, B. B. et al., 

2005).  

A estratégia de inibição com oligonucleotídeos antissenso vem sendo estudada há 

bastante tempo e vários estudos mostraram que estas moléculas possuem efeito antitumoral in 

vitro (DUURSNA, A. M. et al., 2003; GRAY, G. D. et al., 1993; ZHANG, Y. et al., 1993; 

GEORGES, R. N. et al., 1993 MIURA, Y. et al., 2005). Através do uso de abordagens 

adenovirais, estas moléculas também mostraram atividade antitumoral in vivo em modelos 

animais xenográficos ou ortotópicos (ZHANG, Y. et al., 1993; GEORGES, R. N. et al., 

1993). Finalmente, um oligonucleotídio modificado desenhado contra a região 5’UTR de 

HRAS e denominado ISIS2503 é capaz de reduzir a proliferação celular in vitro e inibir a 



formação de tumores xenográficos em camudongo, mas não demosntrou atividade antitumoral 

específica em ensaios clínicos de fase 1 (CHEN, G. et al., 1996; HOLMLUND, J. T. et al., 

1999; ADJEI, A. A. et al., 2003), provavelmente devido à inabilidade de endereçamento 

seguro e eficiente dos oligonucleotídios. Várias sequências antisenso foram desenvolvidas e 

testadas contra as formas mutantes dos genes RAS (http://www.isispharm.com), porém até o 

momento nenhuma foi bem sucedida do ponto de vista clínico (FRIDAY, B. B. et al., 2005). 

A estratégia de inibição de RAS por interferência de RNA oferece maiores vantagens, 

uma vez que siRNAs, além de promoverem o silenciamento de forma mais eficiente, são 

muito específicos às suas sequências-alvo e poderiam ser desenhados de forma a distinguir a 

KRAS oncogênica de sua forma não oncogênica. De fato, o silenciamento específico de 

KRAS
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 levou a uma menor tumorigenicidade, visto por meio de ensaios de formação de 

colônia independente de ancoragem (BRUMMELKAMP, T. R. et al., 2002). Esta é uma 

estratégia mais recente e o grande desafio está no endereçamento correto para as células 

tumorais e entrada eficente nas mesmas. Infelizmente, até hoje não existem drogas baseadas 

em siRNA em estágio de pesquisa clínica. 

A estratégia mais bem estudada para inibição direta da atividade biológica de RAS 

consiste na inibição dos diferentes processamentos pós-traducionais, principalmente a 

farnesilação (ver item 1.2.2. Estrutura e função das proteínas RAS). Estas modificações 

químicas pós-traducionais são responsáveis pela associação de RAS com a membrana, sendo 

esta localização subcelular essencial para a sinalização mediada por RAS.  

A farnesilação é a etapa limitante do processamento pós-traducional de KRAS e 

crucial para sua atividade oncogênica. Nesse sentido, muitos trabalhos foram realizados com 

inibidores farmacológicos das farnesil transferases (KATO, K. et al., 1992), incluindo 

estudos pré-clinicos e várias fases des estudos clínicos (ADJEI, A. A., 2003; HALUSKA, P. 

http://www.isispharm.com/


et al., 2002; SEBTI, S. M., 2003). Alguns destes inibidores demonstraram atividade 

antitumoral em experimentos preliminares. O tipifarnibe é capaz de inibir eficientemente o 

crescimento de aproximadamente 75% tumores testados que apresentam HRAS ou KRAS 

oncogênicas (END, D. W. et al., 2001). FTI-276, um peptidomimético da extremidade 

carboxiterminal de KRAS4B, mostrou-se eficiente na inibição do crescimento de células 

NIH-3T3 transformadas com KRAS oncogênica, bem como eficiente na redução da formação 

de tumores xenográficos de células derivadas de carcinoma pulmonar humano injetadas em 

camundongos imunossuprimidos (SUN, J. et al., 1995).  

Entretando estes inibidores falharam em estudos clínicos, mostrando pouca ou 

nenhuma atividade antitumoral (RAO, S. et al., 2004; van CUTSEM, E. et al., 2004). Uma 

explicação para este fracasso é que, embora os inibidores da farnesil transferase sejam 

capazes de inibir a farnesilação in vitro, as proteínas KRAS e NRAS podem sofrer um 

processamento pós-traducional alternativo, sendo geranilgeraniladas em vez de farnesiladas, 

e, desse modo, acabam por ancorar à membrana plasmática normalmente (WHYTE, D. B. et 

al., 1997).  

Uma vez que a KRAS e NRAS podem ser geranilgeraniladas e ancoradas à membrana 

mesmo na presença de inibidores da farnesil transferase, o uso de uma terapia combinada 

contra a farnesilação e geranilgeranilação poderia ser eficaz na inibição da atividade dessas 

proteínas. De fato, essa estratégia terapêutica apresentou atividade antitumoral in vitro 

(LOBELL, R. B. et al., 2002) e obteve sucesso quanto à inibição de RAS oncogênica em 

estudos pré-clínicos (SUN, J. et al., 1998). Entretanto, a inibição combinada de farnesil 

transferases e geranilgeranil transferases levou a inúmeros efeitos sistêmicos e cardiotóxicos, 

muito provavelmente devido aos efeitos dessa inibição sobre outras proteínas que também 

dependem destas modificações lipídicas para a sua atividade (BRITTEN, C. D. et al., 2001). 

Desse modo, tendo falhado na clínica, estes estudos foram descontinuados. 



 A inibição de outras etapas do processamento pós-traducional de KRAS, que incluem a 

clivagem proteolítica da sequencia CAAX, metilação e palmitoilação, são capazes de impedir 

eficientemente a ancoragem de RAS à membrana plasmática. De fato, o nocaute de Rcel 

(enzima responsável pela clivagem proteolítica da sequencia CAAX na extremidade 

carboxiterminal de RAS) em fibroblastos de camundongo é capaz de levar a erros do 

endereçamento de RAS à membrana plasmática e, desse modo, reduzir as propriedades 

tumorigênicas dessas células (BERGO, M. O. et al., 2002). A transformação de fibroblastos 

por KRAS oncogênica também foi inibida pela deleção do gene ICMT, que codifica a enzima 

isoprenilcisteina carboxilmetil transferase, responsável pela metilação de RAS (WINTER-

VANN, A. M. et al., 2005). 

Embora os eventos pós-traducionais de KRAS descritos acima possam ser, 

teoricamente, bons alvos para o desenvolvimento de terapias-dirigidas, não existe ainda 

comprovação da eficiência clinica, especificidade ou segurança de qualquer droga já testada 

contra a atividade de RAS oncogênica. Dentre todos os problemas encontrados, 

sobressaltamos a inabilidade de se inibir especificamente a forma oncogênica de KRAS e não 

sua forma normal; os efeitos off-target observados pela inibição da farnesilação, seja 

combinada com a inibição da geranilgeranilação de RAS ou não; e, por fim, o fato de que não 

existe racionalidade para o desenvolvimento de inibidores diretos da atividade de RAS 

oncogênica, visto que a oncogenicidade é causada pela própria incapacidade de KRAS 

mutada em hidrolisar o GTP a GDP  (FRIDAY, B. B. et al., 2005). 

 

1.2.6. KRAS como alvo terapêutico indireto 

 Uma vez que até hoje todos os esforços feitos na tentativa de se inibir eficientemente a 

atividade KRAS oncogênica diretamente, sem, contudo, causar toxicidade celular, falharam 



do ponto de vista terapêutico, uma estratégia, que tem sido alvo de inúmeras pesquisas, é a 

inibição indireta de KRAS através da busca por efetores moleculares de KRAS, que são 

cruciais para sua atividade oncogênica, e cuja inibição poderia ser capaz de reverter o fenótipo 

maligno dessas células (Figura 1.12) (BAINES, A. T. et al., 2011; ALVARADO, Y. et al., 

2007). 

 

 

Figura 1.12. Duas possíveis abordagens para a inibição da atividade oncogênica de RAS. A 

inibição direta consiste no desenvolvimento de drogas que diretamente interfiram na atividade de RAS 

ou que impeçam sua ancoragem à membrana plasmática. A abordagem indireta consiste na 

identificação de alvos moleculares importantes para a gênese e manutenção do fenótipo maligno de 

células transformadas pela forma oncogênica de RAS e cuja inibição seja eficiente na redução das 

propriedades oncogênicas dessas células. 

 

 Diversos alvos moleculares efetores da atividade de KRAS já foram identificados até 

o momento e muitas drogas têm sido desenvolvidas na tentativa de se inibir indiretamente a 

atividade oncogênica de KRAS por meio da inibição de seus efetores. Os efetores de KRAS 

mais bem estudados sob esse aspecto incluem RAF, ERK e MTOR (FRIDAY, B. B. et al., 

2005). 

 Muitas outras proteínas têm sido estudadas como possíveis candidatos a efetores, 

mesmo que indiretos, da atividade oncogenica de RAS. O entendimento mais amplo e 



detalhado das vias ativadas por KRAS poderia servir de fundamentação teórica para o 

desenvolvimento de novas terapias-alvo, mais seguras e eficientes na oncologia clinica. 

Nesse sentido, nós aqui propomos que as quinases Aurora, uma família de serina-

treonina quinases, poderiam ser promissores alvos terapêuticos na oncogênese mediada por 

RAS. Para tanto, nós inicialmente descreveremos quem são as quinases Aurora, suas funções 

biológicas e, posteriormente, o porquê de as termos escolhido como possíveis efetores da 

atividade de KRAS oncogênica. 

 

1.3. As quinases Aurora 

As quinases Aurora representam uma família de serina-treonina quinases altamente 

relacionadas à regulação do ciclo e divisão celulares. Essa família é composta por três 

membros, as quinases Aurora A (AURKA), Aurora B (AURKB) e Aurora C (AURKC), 

estruturalmente relacionadas entre si, porém muito diversas quanto as suas funções biológicas 

específicas (NIGG, E. A., 2001).  

Além disso, todos os membros dessa família tem sido alvo de pesquisas contra o 

câncer, uma vez que elas se encontram superexpressas em vários tipos de tumores, sugerindo 

um possível papel na oncogênese e/ou manutenção do fenótipo maligno (TATSUKA, M. et 

al., 1998; KIMURA, M. et al., 1999; LIN, Y. S. et al., 2006; SASAI, K. et al., 2004). 

As quinases Aurora A e Aurora B são expressas especialmente em tecidos que 

apresentam altas taxas de proliferação celular. Os níveis de expressão destas quinases 

alcançam seus valores mínimos durante a fase G1/S do ciclo celular, e máximos durante a 

fase G2/M, sugerindo um possível papel no contexto da divisão celular para ambas as 

Auroras. De fato, a progressão do ciclo celular é estritamente regulada pelas quinases Aurora 



A e Aurora B, tanto por fosforilação, quanto por interações proteína-proteína com fatores 

mitóticos (GOTO, H. et al., 2002; HAUF, S. et al., 2003).   

A Aurora C é uma quinase tecido-específica, sendo expressa somente em testículos 

humanos, onde participa da espermatogênese (BERNARD, M. et al., 1998; TSENG, T. C. et 

al., 1998). Embora esta quinase possa se apresentar expressa em tumores (TSOU, J. H. et al., 

2011), não existe relato de expressão de AURKC em tumores pulmonares induzidos por 

KRAS. Desta forma, essa quinase não foi incluída nos nossos estudos. 

 

1.3.1. Estrutura e Localização Celular 

As quinases Aurora contêm dois domínios estruturais principais, um domínio 

regulatório na extremidade amino-terminal, bastante variável entre todas as quinases Aurora, 

e um domínio catalítico na extremidade carboxiterminal, conservado. As quinases Aurora A, 

Aurora B e Aurora C compartilham cerca de 60% de homologia ao longo de toda a sua 

sequencia de aminoácidos e 70% de homologia em sua região carboxiterminal. Essas 

proteínas são ativadas pela fosforilação de um resíduo de treonina fundamental à sua atividade 

catalítica e são inativadas, sobretudo, por degradação por outras proteínas que reconhecem 

sítios específicos das quinases Aurora, denominados A-box e D-box (FIGURA 1.13) 

(NGUYEN, H. G. et al., 2005 ; CASTRO, A. et al., 2002 ; CRANE, R. et al., 2004). 

 

 

 

 

 



 
 

FIGURA 1.13. Estrutura das quinases Aurora A, Aurora B e Aurora C. As quinases Aurora A, 

Aurora B e Aurora C compartilham cerca de 60% de homologia em sua estrutura primária. Essa 

similaridade pode ser maior ou menor dependendo do alinhamento feito com os membros da família. 

De qualquer forma, os três membros da família apresentam domínios bem conservados. Essas regiões 

podem estar relacionadas à atividade das Auroras (como o domínio contendo uma treonina que ao ser 

fosforilada aumenta a atividade dessas enzimas) ou relacionados ao reconhecimento dessas proteínas 

pelo proteassomo e posterior degradação (A-box e D-box). Adaptado de: JIANGYAN, F. et al., 

2007. 

 

Assim como outras proteínas da classe das serina-treonina quinases, as quinases 

Aurora contêm dois lobos em seu domínio catalítico unidos por uma espécie de dobradiça. O 

lobo N é responsável por posicionar o ATP através de uma hélice αC, enquanto o lobo C 

contém um loop de ativação (A-loop) que é capaz de se ligar a substratos para as quinases 

Aurora (BAYLISS, R. et al., 2003). Somente quando os dois lobos chegam a uma 

determinada conformação, as quinases Aurora são capazes de desempenhar suas funções 

(Figura 1.14A) (CHEETHAM, G. M. et al., 2002). O ATP é utilizado como fonte de 

energia e doador de grupamentos fosfato para as reações catalisadas pelas quinases Aurora e 

inúmeros resíduos de aminoácidos no sítio de reconhecimento ao ATP estão envolvidos nessa 

função (Figura 1.14B) (SESSA, F. et al., 2005). 

 



 

Figura 1.14. Estrutura dos domínios de quinase e sítio de ligação ao ATP da Aurora A. (A) 

Estrutura dos domínios de quinase orientados para mostrar as posições relativas dos lobos C- e N-

terminais (α-hélices, púrpura; folhas-β, laranja; loop de ativação - A loop, verde; íons Mg
2+

, esferas 

amarelas; grupamentos fosfato ligados, verde e vermelho). (B) Diagrama dos sítios de ligação ao ATP 

na quinase Aurora A, mostrando nove aminoácidos fundamentais para o reconhecimento e ligação ao 

ATP, lisina 162, glutamato 181, leucina 210, tirosina 212, alanina 213, prolina 214, treonina 217, 

leucina 262 e leucina 263 (átomos de C, cinza; O, vermelho; N, azul; P, verde; Mg
2+

, cruzes azuis; 

H2O, cruzes vermelhas). Adaptado de: NOWAKOWSKI, J. et al., 2002. 

  

Apesar da grande similaridade estrutural, as quinases Aurora são completamente 

diferentes quanto à suas funções e localizações subcelulares. Durante a mitose as quinases 

Aurora A e Aurora B compartimentalizam-se distintamente (YANG, H. et al., 2006; 

BOLTON, M. A. et al., 2002). A análise da localização subcelular das quinases Aurora A e 

B por microscopia de imunofluorência (Figura 1.15) pode ser relacionada às suas funções na 

mitose.  

Durante toda a interfase, até o final da fase G2 do ciclo celular, a quinase Aurora A se 

localiza no material pericentriolar, onde participa da maturação, duplicação e separação dos 

centrossomos (HIROTA, T. et al., 2003).  Esse fato é corroborado por estudos in vitro que 

mostram que a interferência de RNA para a quinase Aurora A é capaz de inibir a separação 

dos centrossomos (MARUMOTO, T. et al., 2003). À medida que o ciclo prossegue, a 

Aurora A migra para polos opostos da célula, onde participa da formação do fuso mitótico, 



sendo ativada indiretamente pela GTPase Ran via TPX2 (CLARKE, P. R. et al., 2001; 

BAYLISS, R. et al., 2003).  

Por outro lado, a quinase Aurora B encontra-se dispersa no material nuclear durante a 

interfase. Quando a célula entra em mitose, a Aurora B permanece na região central do 

núcleo, da prometáfase até a metáfase, onde participa da remodelagem da cromatina por meio 

da fosforilação da histona H3 em Ser10 e Ser28 (HSU, J. Y. et al., 2000; GOTO, H. et al., 

2002), bem como CENP-A em Ser7 (ZEITLIN, S. G. et al., 2001).   

Junto à placa metafásica, participa da ligação dos microtúbulos do fuso aos 

cinetócoros nos centrômeros, desempenhando, assim, um papel fundamental na correta 

segregação das cromátides-irmãs na anáfase da mitose (LARA-GONZALEZ, P. et al., 

2012). A importância da Aurora B para este processo é tal que sua inibição é capaz de 

aumentar significativamente a frequência de ligações incorretas dos microtúbulos levando à 

instabilidade cromossômica (DITCHFIELD, C. et al., 2003).  

Já no final da mitose a Aurora B se localiza no midbody celular, onde, juntamente com 

diversas outras proteínas, participa da citocinese. Esse fato é corroborado por estudos que 

mostram que a inibição da Aurora B pode induzir poliploidia em alguns modelos celulares 

(GIET, R. et al., 2001).  

O mecanismo pelo qual a Aurora B participa da fragmentação do citoplasma não é 

muito bem compreendido, mas sabe-se que diversas proteínas envolvidas nesse processo são 

substratos ativados pela Aurora B, tais como desmina e vimentina, ZEN-4/MKLP1 e outras 

proteínas como TACC1 e MgcRacGAP (KAWAJIRI, A. et al., 2003; GOTO, H. et al., 

2003; GUSE, A. et al., 2005; DELAVAL, B. et al., 2004; MINOSHIMA, Y. et al., 2003). 



  

Figura 1.15. Microscopia de fluorescência pra as quinases Aurora A e Aurora B durante as 

várias fases da mitose. O DNA total está representado em azul e as quinases Aurora A e Aurora B, 

em verde. A prófase é um evento marcado pela maturação e separação dos centrossomos além da 

permissibilidade da entrada em mitose, eventos esses mediados pela Aurora A, que se localiza junto 

aos centríolos. Nesse mesmo momento, a Aurora B se encontra no núcleo participando da 

remodelação da cromatina e fosforilação de histonas. Durante a prometáfase e metáfase a Aurora A 

migra para polos opostos da célula participando da formação do fuso mitótico, enquanto que a Aurora 

B permanece junto aos centrômeros, promovendo a correção dos erros de ligação dos microtúbulos. A 

entrada em anáfase é precedida do checkpoint do fuso, evento no qual a quinase Aurora B tem 

fundamental importância, verificando a existência de cinetócoros não ligados aos microtúbulos e 

regulação da atividade de proteínas de checagem. No início da citocinese a Aurora A começa a sofrer 

regulação negativa, por meio de sua degradação por APC/CCdk1. A quinase Aurora B, entretanto ainda 

atua neste momento promovendo a correta fragmentação do citoplasma e desfazendo o fuso mitótico. 

Somente no final da citocinese as APC/CCdk1 começam a degradar a Aurora B. Adaptado de: 

JINGYAN, F. et al., 2013. 

 

 

1.3.2. Quinases Aurora e Câncer 

As quinases Aurora são uma família de serina/treonina quinases, fundamentais para o 

controle do ciclo celular. Elas estão relacionadas à regulação de processos fundamentais para 

a divisão celular, tais como a montagem do fuso mitótico, separação dos centrossomos, 

transição entre as fases G2 e M do ciclo celular, modificação da cromatina, separação das 



cromátides e citocinese (FU, J. et al, 2007; KIRUMA, M. et al., 2005; CRANE, R., 2004; 

KATAYAMA, H. et al., 2003). 

 Desta forma, não é surpreendente que alterações na expressão ou atividade dessas 

quinases possam ser correlacionadas à transformação maligna. Interessantemente, as quinases 

Aurora A e B estão superexpressas em uma variedade de tumores humanos (CHIEFFI, P. et 

al., 2006; GRITSKO, T. M. et al., 2003; LANDEN, C. N. et al., 2007; LI, D. et al., 2003 ; 

SORRENTINO, R. et al., 2005 ; ZENG, W. F. et al., 2007), incluindo tumores pulmonares 

(SMITH, S. L. et al., 2005; VISCHIONI, B. et al., 2006 ; XU, H. T. et al., 2006). Em 

muitos tecidos a superexpressão das quinases Aurora pode levar à instabilidade genética e 

essa observação tem servido de base para a classificação dessas quinases como oncoproteínas. 

A aneuploidia e a poliploidia são eventos que comumente ocorrem após erros da duplicação e 

separação dos centrossomos, orientação cromossômica bipolar e citocinese, eventos nos quais 

as quinases Aurora apresentam papéis regulatórios cruciais (KOLLAREDDY, 2008). 

 A quinase Aurora A foi inicialmente chamada de BTAK (do inglês, breast 

tumor activated kinase, ou quinase ativada de tumores mamários) após a observação de que 

uma serina-treonina quinase codificada por um gene do cromossomo 20q13 era amplificada e 

superexpressa em linhagens celulares derivada de tumores de mama (SEN, S. et al., 1997). 

Desde então, mutações nos genes que codificam a quinase Aurora A, bem como sua regulação 

positiva são evidenciadas em uma grande variedade de tumores, dentre os quais, o câncer de 

pulmão (NIKONOVA, A. S. et al., 2012).  

Além disso, diversas propriedades tumorigênicas são exibidas pelas células que 

apresentam quinases Aurora superexpressas. A superexpressão da Aurora A em glândulas 

mamárias de rato contribui para o desenvolvimento de tumores (WANG, X. et al, 2006; 

ZHANG, D. et al, 2004). Experimentos in vitro mostram que a aurora A pode transformar 



células NIH 3T3 e fibroblastos Rat1 (ZHOU, H. et al., 1998; BISCHOFF, J. R., 1998; 

LITTLEPAGE, L. E., 2002). Quando essas células são injetadas em camundongos “nude”, 

elas se desenvolvem em tumores (ZHANG, D. et al, 2004). Além disso, a quinase Aurora A 

promove mobilidade celular inapropriada, o que pode acarretar em invasão e metástase de 

células tumorais (NORTON, L,; MASSAGUE, J., 2006). Finalmente, estudos de correlação 

entre a expressão da Aurora A e o fenótipo maligno de diversas linhagens celulares 

mostraram que essa quinase apresenta-se até oito vezes mais expressa em linhagens tumorais 

do que células normais (ZHOU, H. et al., 1998). 

A quinase Aurora B também desempenha um importante papel na oncogênese 

humana. Tanto a superexpressão quando a depleção gênica de Aurora B resulta em 

multinucleação e poliploidia em células humanas (ARAKI, K. et al., 2004; TATSUKA, M. 

et al., 1998), além de levar à amplificação dos centrossomos, promover erros na segregação 

dos cromossomos e citocinese  (MERALDI, P. et al., 2002). Além disso, a superexpressão de 

Aurora B em células embrionárias de hamster chinês aumenta a capacidade invasiva in vivo 

(OTA, T. et al., 2002). 

Tanto a quinase Aurora A, quanto a quinase Aurora B desempenham um papel 

importante no câncer de pulmão.  A Aurora B está envolvida na carcinogênese pulmonar 

(HAYAMA, S. et al., 2007) e sua inibição bloqueia o crescimento de tumores pulmonares 

humanos em modelos xenográficos (WILKINSON, R. W. et al., 2007). No que se refere à 

Aurora A, pacientes portadores de câncer de pulmão frequentemente apresentam amplificação 

de TPX2, um ativador importante da Aurora A (TONON, G. et al., 2005; MA, Y. et al., 

2006). A deleção de FoxM1, um regulador da Aurora A, em pulmões murinos resulta em uma 

redução significativa do número e tamanho de adenomas pulmonares (KIM, I. M. et al., 

2006).  



1.3.3. Quinases Aurora e KRAS 

 Existem algumas evidências que implicam as quinases Aurora A e Aurora B na 

oncogênese e manutenção do fenótipo maligno mediados por RAS.  

 No caso da quinase Aurora A, quando células de adenocarcinoma do ducto 

pancreático possuindo mutações em KRAS são estimuladas para a superexpressão de Aurora 

A, essas células aumentam grandemente suas propriedades tumorigênicas, sugerindo um 

papel importante na manutenção do fenótipo maligno induzido por RAS (FURUKAWA, T. 

et al., 2006). A Aurora A também aumenta a capacidade de RAS em transformar fibroblastos 

murinos (BOSSÙ, P. et al., 2000). Além disso, outros estudos mostram que a quinase Aurora 

A é capaz de ativar o NF-κB (BRIASSOULI, P. et al., 2007), um fator de transcrição ativado 

por KRAS e que potencializa a transformação maligna pulmonar induzida por KRAS 

(BASSÈRES, D. S. et al., 2010). Finalmente, a AURKA interage com RASGAP in vitro e é 

capaz de fosforilar e ativar a GTPase Ral A, um componente da via Ral GEF, uma das vias 

efetoras da KRAS e fundamental para o processo oncogênico (TATSUKA, M. et al., 2005). 

Apesar destas evidências, não se sabe ainda se a ativação destes efetores de KRAS 

pela quinase Aurora A é um processo que requer a sua ativação por KRAS oncogênica ou se 

esse é um processo independente que converge para as vias de sinalização de RAS. Por 

exemplo, não se sabe se a ativação de RalA pela quinase Aurora A depende de uma prévia 

ativação da quinase Aurora A por KRAS, ou se a ativação da Aurora A constitui um evento 

independente de KRAS, que meramente coopera aumentando o nível de RalA ativada (Figura 

1.16). 



 

Figura 1.16. Representação esquemática de um possível papel para a Aurora A na oncogênese 

mediada por KRAS. Sabe-se que a Aurora A fosforila, ativa e relocaliza RalA, um efetor da via de 

RalGDS, que é também ativado por RAS, e que a ativação de RalA é fundamental para a oncogênese 

mediada por RAS. Entretanto, não se sabe se a ativação de Ral A pela Aurora A é mediado por RAS 

ou um processo independe que converge para as vias de sinalização de RAS. 

 

 

 No caso da quinase Aurora B, existem menores evidências que implicam esta quinase 

na oncogênese mediada por KRAS. No entanto, KANDA, A. et al., 2005 demonstraram que a 

Aurora B é capaz de potencializar a transformação celular mediada por KRAS, sugerindo que 

a atividade aumentada da Aurora B promove transformação pelo concogene RAS por 

aumentar a sinalização oncogenica, além de induzir instabilidade genética. 

 

 Diante de todas essas observações, as quinases Aurora A e Aurora B parecem estar 

envolvidas na oncogênese mediada por KRAS. Entretanto, até hoje nenhum estudo mostrou 

uma relação de causalidade entre quinases Aurora e KRAS na oncogênese pulmonar, não 

sendo conhecido se essas quinases são, de fato, efetores da atividade de KRAS oncogênica. 

Não se sabe também se a inibição da atividade destas quinases poderia constituir uma 

abordagem terapêutica efetiva para tumores pulmonares induzidos pela ativação oncogênica 

de KRAS. 



  Nesse sentido nós propomos neste trabalho a investigação das quinases Aurora A e B 

como possíveis alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido por KRAS, de modo a 

fornecer as bases teóricas para o desenvolvimento de novas terapias dirigidas a pacientes 

portadores de câncer de pulmão. 

A importância deste estudo está na sua contribuição para um entendimento mais 

amplo de como as vias de sinalização relacionadas à KRAS oncogênica desencadeiam a 

transformação maligna, podendo assim ser abordadas para o tratamento do câncer. Além 

disso, tendo em vista a falta de opções terapêuticas efetivas para os pacientes com câncer de 

pulmão mediado pelo oncogene KRAS, este projeto também buscou a obtenção do 

conhecimento necessário para o desenvolvimento de novas estratégias farmacológicas, com o 

objetivo de melhorar o prognóstico destes pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo geral 

O objetivo geral deste projeto é investigar o papel das quinases Aurora A e Aurora B 

como potenciais novos alvos terapêuticos na oncogênese pulmonar induzida pela KRAS 

oncogênica, visando prover fundamentação experimental para o desenvolvimento de novas 

terapias-alvo.  

 

2.2. Objetivos específicos 

Para atingir este objetivo geral nós perseguiremos os seguintes objetivos específicos: 

 a) Determinar como a indução e inibição da expressão da KRAS oncogênica 

em células pulmonares humanas afetam a expressão e atividade das quinases Aurora A e 

Aurora B. 

 b) Determinar como a inibição da expressão das quinases Aurora A ou Aurora 

B afeta as propriedades oncogênicas de células pulmonares humanas transformadas pelo 

oncogene KRAS.  

 

 

 

 

 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Linhagens celulares 

 

 Para os ensaios de expressão gênica e ensaios biológicos de crescimento, viabilidade e 

tumorigenicidade in vitro foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: 

 

 a) linhagem celular de epitélio renal, designada HEK 293T/17 (ATCC CRL-11268), 

manipulada para produção de partículas lentivirais de interesse; 

b) linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar humano portadora de mutação 

oncogênica em KRAS, designada A549 (ATCC CCL-185), manipulada ou não para inibição 

de genes de interesse; 

 c) linhagem celular de carcinoma bronquioalveolar pulmonar humano portadora de 

mutação oncogênica em KRAS, designada H358 (ATCC CRL-5807), manipulada ou não para 

inibição de genes de interesse; 

 d) linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar humano, designada H1703 (ATCC 

CRL-5889), que não é portadora de mutações oncogênicas em KRAS, manipuladas ou não 

para expressar induzivelmente a KRAS oncogênica (já disponíveis no laboratório). 

Resumidamente, a expressão induzível da KRAS oncogênica em células H1703 (que não 

possuem o gene KRAS mutado) foi obtida por meio do sistema induzível de expressão T-

RExTM System (Invitrogen®). Células H1703 duplamente estáveis foram geradas através de 

transfecções com dois vetores: o vetor regulatório pcDNA6/TR que expressa altos níveis do 

repressor TetR sob o controle do promotor CMV e o vetor pcDNATM/4/TO/myc-His 

contendo o gene de interesse, no caso a forma oncogênica G12V da KRAS fusionada a um 

tag HA. A expressão, neste caso, é controlada por uma versão modificada do promotor CMV, 



na qual duas cópias do operador tet (TetO2) foram inseridas in tandem. Portanto, na ausência 

de tetraciclina ou doxiciclina, o repressor TetR está ligado aos operadores tet e a expressão da 

KRAS oncogênica é inibida. Na presença de tetraciclina ou doxiciclina o repressor TetR se 

desliga dos operadores e a expressão da KRAS oncogênica é induzida. Células H1703 

transfectadas com a forma oncogênica da KRAS G12V foram posteriormente denominadas 

H1703 G12V. Como controle negativo foram geradas células H1703 duplamente estáveis 

para os vetores pcDNA6/TR e pcDNATM/4/TO/myc-His vazio. Essas células foram 

posteriormente denominadas H1703 T-RexB. 

 e) linhagem primária imortalizada derivada de epitélio pulmonar, manipuladas ou não 

para expressar KRAS oncogênica de forma constitutiva. Estas linhagens foram gentilmente 

cedidas pelo Dr. Scott Randell da University of North Carolina at Chapel Hill e já foram 

previamente caracterizadas (LUNDBERG, S. A. et al, 2002). De forma resumida, uma 

cultura primária derivada de epitélio pulmonar normal foi imortalizada diretamente por meio 

da introdução sucessiva de Simian Virus 40 Early Region e da subunidade catalítica da 

telomerase, hTERT, sendo denominada Saleb. Concomitantemente à imortalização, essas 

células foram também malignamente transformadas para expressar a forma oncogênica da 

KRAS G12V, sendo denominadas Sakras. Portanto, estas são linhagens geneticamente 

definidas e isogênicas, sendo a única diferença entre elas a presença ou não da oncoproteína 

KRAS
G12V

. 

 

3.2. Condições de cultura, subcultura e preservação das linhagens celulares 

  

 A linhagem HEK 293T/17 foi cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de 

soro fetal bovino, sem antibióticos, em uma atmosfera úmida constituída de 95% de O2 e 5% 

de CO2 à temperatura de 37ºC.  



As linhagens celulares A549 e H358 parentais foram cultivadas em meio RPMI-1640 

(ATCC 30-2001) suplementado com 10% de soro fetal bovino, sem antibióticos, em uma 

atmosfera úmida constituída de 95% de O2 e 5% de CO2 à temperatura de 37ºC.  

 Após a utilização das células A549 e H358 para a obtenção de células knockdown (ver 

procedimento 6.12-6.18), o cultivo passou a ser feito em meio RPMI-1640 (ATCC 30-2001) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2μg/mL de puromicina, em uma atmosfera 

úmida constituída de 95% de O2 e 5% de CO2 à temperatura de 37ºC. 

 A linhagem celular H1703, manipulada geneticamente e expressando induzivelmente 

a KRAS oncogênica, foi cultivada em meio RPMI-1640 (ATCC 30-2001) suplementado com 

10% de soro fetal bovino, 3μg/mL de blasticidina e 10μg/mL de zeocina, em uma atmosfera 

úmida constituída de 95% de O2 e 5% de CO2 à temperatura de 37ºC. 

 As células primárias imortalizadas Saleb e Sakras foram cultivadas em meio BEBM 

(Lonza, Catalog No. CC-3171), específico para a cultura de células de epitélio bronquiolar, 

suplementado com SingleQuots™ Kit (Lonza, Catalog No. CC-4124), de acordo com as 

instruções do fabricante, em placas previamente tratadas com colágeno, de modo a permitir a 

adesão das células em monocamada à placa de cultura, e em uma atmosfera úmida constituída 

de 95% de O2 e 5% de CO2 à temperatura de 37ºC.  

Para todas as linhagens, a subcultura foi feita sempre que as células atingiram 80 a 

90% de confluência, utilizando-se solução de tripsina 0.1% (w/v) diluída em PBSA, 

adicionada de EDTA 0.53mM, e as passagens celulares são devidamente registradas. Os 

estoques celulares foram criopreservados no meio de cultivo contendo dimetilsulfóxido 10% à 

temperatura de -190ºC, em reservatório contendo nitrogênio líquido. 

 

 

 



3.3. Extração e quantificação de RNA 

  

 Para todos os ensaios que envolveram a extração de RNA de células previamente 

tratadas de acordo com o modelo experimental adotado, as células foram plaqueadas em 

placas cultura de 60mm à confluência de 1.10
6
 células por placa e mantidas em cultura pelo 

tempo de tratamento adequados. Findo o tratamento, o meio de cultura foi removido e a placa 

foi lavada com solução de PBS, sem adição de cátions divalentes, por duas vezes. A seguir, a 

cada placa foram adicionados 1000μL de TRI Reagent® (Life Technologies, Cat. # AM9738). 

Após homogeneização, as placas foram incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente e, a 

seguir, os lisados celulares obtidos foram centrifugados à velocidade de 12000g por 10 

minutos à temperatura de 4ºC. Ao sobrenadante coletado foram adicionados 200μL de 

clorofórmio. Cada tubo foi mantido à temperatura ambiente por 15 minutos, e, a seguir, foram 

centrifugados à velocidade de 12000g por 10 minutos à temperatura de 4ºC. Após a obtenção 

de uma suspensão trifásica, coletou-se a fase que continha RNA em suspensão e adicionou-se 

500μL de isopropanol, com o objetivo de precipitar o RNA do restante da suspensão. A 

seguir, os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos, incubados à temperatura 

ambiente por 10 minutos e centrifugados à velocidade de 12000g por 8 minutos à temperatura 

de 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi lavado com 1mL de uma 

solução de etanol 75% e centrifugado à velocidade de 7500g por 5 minutos à temperatura de 

4ºC. O etanol foi, então, removido e o precipitado de RNA foi deixado secar brevemente à 

temperatura ambiente. A dissolução do RNA foi feita em água ultrapura (Millipore, MilliQ 

System) e a concentração da solução foi determinada por meio de sua absorbância a 260nm 

em espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific). Como controle de qualidade da 

extração, foram aceitáveis os valores de concentração de RNA acima de 1000ηg.μL
-1

 e razões 

260/280 e 260/230 com valores próximos a 2 e entre 2,0 e 2,2, respectivamente. 



3.4. Síntese de cDNA 

 

 Após a extração de RNA total, todas as amostras foram tratadas com DNaseI, livre de 

RNase (Thermo Scientific), de modo a eliminar possíveis contaminações com DNA 

genômico. Para tanto, em um tubo livre de RNase foram adicionados o volume 

correspondente a 1 μg de amostra de RNA, 1μL de tampão de amostra 10X já acrescido de 

MgCl2, 1U de DNase I livre de RNase, e quantidade suficiente de água ultrapura (Millipore, 

MilliQ System) para volume final de 10μL de reação. Cada tubo foi incubado à temperatura de 

37ºC por 30 minutos. A seguir, foi adicionado 1μL de uma solução de EDTA 50mM e cada 

tudo foi novamente incubado, à temperatura de 65ºC por 10 minutos. As amostras de RNA, 

livres de DNA, foram então usadas como molde para a síntese de cDNA. A enzima M-MLV 

(Promega, Cat. # M170A) foi escolhida como transcriptase reversa para a síntese de cDNA a 

partir de amostras de RNA, obtidas como descrito anteriormente. Para cada síntese, foram 

utilizados 0,5μg de random primers para cada 1μg de RNA, em um volume final de 14μL, em 

água MilliQ, livre de nuclease. Os tubos foram aquecidos à temperatura de 70ºC por 5 

minutos, para romper a estrutura secundária do RNA, e resfriados imediatamente em gelo 

para prevenir a reestruturação da mesma. A seguir, a cada tubo contendo o híbrido 

RNA/primer foram adicionados os reagentes que se seguem, em ordem: 

 

M-MLV 5X Reaction Buffer - 5μL 

dNTPs 10mM - 5μL 

M-MLV RT - 200 unidades (1μL) 

H2O MilliQ, livre de nucleases q.s.p. - 25μL 

 

Cada tubo foi, posteriormente, incubado à temperatura de 42ºC por 50 minutos, 

condição que permite máxima atividade da enzima M-MLV, seguido de inativação à 

temperatura de 70ºC por 10 a 15 minutos.  



3.5. Análise da expressão gênica por RT-qPCR. 

 

As reações de RT-qPCR foram realizadas em termociclador ABI 7300 (ABI), com 

primers específicos para os genes KRAS, AURKA e AURKB. Cada par de primers foi 

desenhado com auxílio do programa Primer Express 2.0 (Applied Biosystems), a partir das 

sequencias de mRNA de cada gene, obtidas por meio do algoritmo BLAST (disponível em: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov), levando-se em consideração as regiões conservadas nos éxons 

consecutivos de todas as variantes de cada gene (ver tabela abaixo). A predição da 

especificidade de cada primer foi feita a partir da ferramenta de bioinformática BLAT Search 

Genome (disponível em http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start). A Tabela 

3.1. mostra as sequências de primer forward e reverse desenhados para cada gene estudado e 

genes utilizados como controles endógenos. 

 

Gene alvo Primers 

Quinase Aurora A (AURKA) 
SeqFw: GAAAGCCGGAGTGGAGCAT 

SeqRv: TGCCGAAGGTGGGACTGTAT 

Quinase Aurora B (AURKB) 
SeqFw: TGTCACCCCATCTGCACTTG 

SeqRv: CAGCTGTGGGCTGGACATT 

KRAS 
SeqFw: CCCAGGTGCGGGAGAGA 

SeqRv: CAGCTCCAACTACCACAAGTTT 

GAPDH 
SeqFw: GAGCCGCATCTTCTTTTGC 

SeqRv: CCATGGTGTCTGAGCGATGT 

GUSB 
SeqFw: CTCATTTGGAATTTTGCCGATT 

SeqRv: CCGAGTGAAGATCCCCTTTTT 

β-actina 
SeqFw: GGCACCCAGCACAATGAAG 

SeqRv:CCGATCCACACGGGAGTACTTG 

 

Tabela 3.1. Sequências de primers forward (SepFw) e reverse (SeqRv) utilizadas nas reações de PCR 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR). 

 

O sistema de detecção utilizado foi a fluorescência emitida por SYBRGreen
®

 e a 

análise dos dados foi feita a partir do método do ΔΔCt, utilizando-se os cálculos abaixo. 
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onde: 

 

RQ = relative quantification (expressão do gene alvo em relação ao housekeeping); 

Ef = eficiência determinada para o par de primers; 

Ctalvo = Ct do gene alvo; 

Ctend = Ct do controle endógeno; 

DPcomb = propagação de erro; 

Desviomin = desvio mínimo para RQ; e 

Desviomax = desvio máximo para RQ. 

 

3.6. Determinação da concentração e eficiência de primers 

 

Para determinação da concentração ideal de cada par de primers a serem utilizados na 

reação de PCR em tempo real foram testadas as concentrações de 200, 400, 600 e 800nM. A 

concentração utilizada foi a menor concentração que apresentou curva de dissociação com 

somente um pico e não apresentou variação do ciclo threshold quando comparado às maiores 

concentrações analisadas. Para determinação da eficiência de cada par de primers, após a 

determinação da concentração ótima, foi realizada uma reação de PCR em tempo real com 

diluições de cDNA nas proporções 1:15, 1:30, 1:60, 1:120 e 1:240. Os resultados dos ciclos 

threshold foram então relacionados à concentração do cDNA correspondente, gerando um 



gráfico. O coeficiente angular da equação de reta gerada foi utilizado para calcular a 

eficiência de cada par de primers, de acordo com a equação a seguir: 
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Para os valores de eficiência de cada par de primers utilizado, ver item 4.1. 

Caracterização de reagentes e padronização de ensaios. 

 

3.7. Normalização do RT-qPCR 

 

 Para normalização das reações de RT-qPCR e escolha dos genes endógenos mais 

estáveis para cada amostra, foram utilizados primers específicos para diversos genes 

housekeeping, tais como GAPDH, β-actina e GUSB. A expressão relativa desses genes em 

cada amostra foi utilizada para determinar qual o conjunto de genes endógenos mais estável, 

de acordo com as instruções do programa Genorm®. Desse modo, para cada condição 

analisada, nós elegemos dois genes endógenos mais estáveis dentre os testados, que foram 

utilizados para a normalização das RT-qPCR. Desse modo, para cada condição nós utilizamos 

um dos dois genes endógenos mais estáveis testados.  

Para o conjunto de primers housekeeping utilizado em cada linhagem e experimento, 

ver item 4.1. Caracterização de reagentes e padronização de ensaios. 

 

 

 

 



3.8. Extração e quantificação de proteínas 

 

 Para a obtenção de extrato proteico, as linhagens celulares foram cultivadas em placas 

p150mm e, após tratamento, lisadas com 500μL de solução RIPA, contendo fluoreto de 

fenilmetilsulfonila (PMSF) 1mM, benzamidina 1mM, leupeptina 0,5μg/mL, aprotinina 0, 

μg/mL, pepstatina 1mg/mL, fluoreto de sódio 50mM e ortovanadato de sódio (Na3VO4) 

0,2mM. Os lisados obtidos foram mantidos à temperatura de 4ºC por 10 minutos e vortexados 

vigorosamente por 15 segundos. Esse procedimento foi repetido por outras 2 vezes. Por fim, o 

lisado foi clarificado por centrifugação à 15000rpm, por 20 minutos à temperatura de 4ºC. As 

amostras foram quantificadas utilizando-se o reagente de Bradforfd (Bio-Rad), em 

comprimento de onda de 595nm, em leitor de microplacas (Eon, Biotek).  

 

3.9. Western blotting 

 

 As amostras de proteína, devidamente quantificadas e preparadas com tampão de 

amostra, foram fervidas por 10 minutos e submetidas a SDS-PAGE. Os géis foram 

construídos com concentração de poliacrilamida entre 10 e 15%, de acordo com as proteínas 

estudadas em cada experimento individual, e aplicados exatamente 50μg de proteína para 

todas as amostras analisadas. Simultaneamente, foi utilizado um padrão de peso molecular de 

modo a permitir a identificação posterior das bandas identificadas, de acordo com o seu peso 

molecular. A corrida foi realizada a 85V, por aproximadamente 8 minutos, durante a corrida 

no gel de empilhamento, e a 125V, por aproximadamente 60 a 80 minutos, durante a corrida 

no gel de separação. Após a corrida, as amostras foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Schleicher & Schuell BA85) por meio de eletrotransferência tradicional a 30V 

overnight, ou 120V por 80 minutos, ambos à temperatura de 4ºC. A eficiência da 



transferência foi monitorada corando-se o gel de poliacrilamida com Coomassie. 

Similarmente, as membranas de nitrocelulose foram coradas com corante Ponceau S 0,1% em 

10% de ácido acético e rapidamente descoradas em solução de TBST (NaCl 137 mM; Tris-

base 20 mM; Tween-20 0,1%, pH 7,6). Os sítios inespecíficos de ligação do anticorpo 

primário foram bloqueados incubando-se a membrana de nitrocelulose em solução contendo 

5% de leite em pó desnatado em TBST, durante 1h à temperatura ambiente, sob leve agitação. 

Após o bloqueio, a membrana foi lavada 3X com TBST, durante 5 minutos sob leve agitação. 

Posteriormente, as membranas foram incubadas em uma solução contendo o anticorpo 

primário em diluição apropriada, azida sódica 0,1% e soro albumina bovina (BSA) 5% em 

solução TBST. Os anticorpos primários utilizados e suas respectivas condições de incubação 

encontram-se na Tabela 3.2. 

 

Anticorpo 

primário 
Descrição do fornecedor 

Condições de 

incubação 

AURKA 
Aurora A/AIK (1G4) Rabbit mAb #4718, Cell Signaling 

Technology® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

AURKB 
Aurora B/AIM1 Rabbit Antibody #3094, Cell Signaling 

Technology® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

GAPDH 
GAPDH Anticorps (FL-335) Rabbit mAb #25778, Santa 

Cruz Biotechnology® 

1:2000, 2h, Temp. 

ambiente 

HA-tag 
Monoclonal Anti-HA clone HA-7 Mouse mAb #H3663, 

Sigma-Aldrich® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

PanRAS 
Monoclonal Anti-Pan-Ras Val-12 Clone DWP Mouse mAb 

# R3900, Sigma-Aldrich® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

pSRC 
Phospho-Src Family (Tyr416) Antibody #2101, Cell 

Signaling Technology® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

SRC 
Non-phospho-Src (Tyr416) (7G9) Mouse mAb #2102, Cell 

Signaling Technology® 

1:1000, overnight, 

4ºC. 

β-actina 
Actin Antibody (H-196) Rabbit mAb #7210, Santa Cruz 

Biotechnology® 

1:2000, 2h, Temp. 

ambiente 

β-tubulina 
Β-Tubulin Antibody (H-235) Rabbit mAb #9104, Santa 

Cruz Biotechnology® 

1:2000, 2h, Temp. 

ambiente 

 

Tabela 3.2. Anticorpos primários utilizados e suas condições ótimas de incubação nos ensaios de 

Western blotting. 

 

 

 



Para reduzir um possível background resultante da presença de traços de anticorpo não 

ligado à proteína de interesse, as membranas foram lavadas novamente por 3X com TBST, 

durante 5 minutos e sob leve agitação. Os anticorpos secundários anti-IgG de coelho (anti-

rabbit) ou de camundongo (anti-mouse) conjugado com o fluoróforo Alexa Fluor® ou 

IRDye® foram adicionados à membrana numa diluição 1:15.000, seguindo-se um tempo de 

incubação de 1h à temperatura ambiente, sob leve agitação e sob proteção da ação direta da 

luz. Novamente, para reduzir um possível background resultante da presença de traços de 

anticorpo secundário não ligado, as membranas foram lavadas novamente por 3X com TBST, 

durante 5 minutos sob leve agitação. O escaneamento da membrana foi feito em equipamento 

Odyssey®, em comprimento de onda de 680nm ou 800nm, específico para o anticorpo 

secundário utilizado. Os anticorpos secundários conjugados ao fluoróforo Alexa Fluor® ou 

IRDye® encontram-se na Tabela 3.3. 

 

Anticorpo secundário Descrição do fornecedor Condições de incubação 

Anti-Rabbit 

Alexa Fluor® 680 Goat Anti-Rabbit IgG 

(H+L), highly cross-adsorbed #A-21109 Life 

Technologies® 

1:15000, 1h, temperatura 

ambiente, sob proteção da 

luz 

Anti-Mouse 

Alexa Fluor® 680 Goat Anti-Mouse IgG 

(H+L), highly cross-adsorbed #A-21058 Life 

Technologies® 

1:15000, 1h, temperatura 

ambiente, sob proteção da 

luz 

Anti-Rabbit 

IRDye® 800CW Goat (polyclonal) Anti-

Rabbit IgG (H+L), Highly Cross Adsorbed 

#926-32211, Li-Cor® 

1:15000, 1h, temperatura 

ambiente, sob proteção da 

luz 

Anti-Mouse 

IRDye®  800CW Goat (polyclonal) Anti-

Mouse IgG (H+L), Highly Cross Adsorbed 

#926-32210, Li-Cor® 

1:15000, 1h, temperatura 

ambiente, sob proteção da 

luz 

 

Tabela 3.3.  Anticorpos secundários utilizados e suas condições ótimas de incubação nos ensaios de 

western blotting. 

 

 

 

 



 As bandas reveladas em cada membrana foram quantificadas com o auxílio do 

programa ImageJ®, disponível em: http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html, e os dados 

analisados no programa Excel. As normalizações foram feitas conforme indicado em cada 

experimento. 

 

 

3.10. Produção de lentivírus com as construções de interesse 

 

Com o objetivo de promover o silenciamento dos mRNAs de interesse (quinase 

Aurora A, quinase Aurora B e KRAS) foram feitas duas preparações lentivirais contendo 

sequências distintas de short hairpin RNAs (shRNAs) para cada mRNA alvo. As preparações 

lentivirais foram assim denominadas: shKRAS#1, shKRAS#2, shAURKA#1, shAURKA#2, 

shAURKB#1, shAURKB#2. Para obtenção de controles experimentais posteriores, foi gerada 

outra preparação lentiviral contendo um shRNA sem homologia a mRNAs humanos, 

denominada shNTCtrl. Os vetores lentivirais já contendo as sequências de expressão dos 

shRNAs de interesse foram obtidos da OpenByosystems. O vetor utilizado em todas as 

construções é denominado pTRIPz (Figura 3.1) que, além da sequência codificadora do 

hairpin de interesse, possui um gene para expressão de proteína fluorescente vermelha, turbo-

RFP (red fluorescent protein), sendo que ambos estão sob o controle de um promotor 

regulado por doxiciclina (TRE). Na ausência de doxiciclina a expressão do hairpin e da RFP 

não ocorre, pois esta depende da interação da proteína regulatória “reverse tetracycline 

transactivator 3” (rtTA3, expressa no mesmo vetor a partir de um promotor constitutivo – 

UBC) com o promotor TRE, o que só ocorre na presença de doxiciclina. 

 



 
 

Figura 3.1. Vetor de inibição pTRIPZ da Open Biosystems®. Elementos do vetor: TRE: promotor 

induzível por tetraciclina ou doxiciclina; rtTA3: transativador tet reverso; promotor UBC: dirige a 

expressão de rtTA3, IRES e Puro’; cPPT  (central polypurine tract): auxilia a translocação para dentro 

do núcleo em células que não estão se dividindo; WRE: aumenta a estabilidade e tradução dos 

transcritos; TurboRFP: marcador de indução da expressão do vetor; Puro’ e Zeo: marcadores de 

seleção para células mamíferas; 5’LTR: repetição terminal 5` nativa; SIN-LTR: repetição terminal 3’; 

sv40 Ori: garante a replicação de alta cópia; pUC: origem de replicação plasmidial. 

 

A produção das partículas lentivirais foi feita em células HEK293T/17, seguindo-se o 

protocolo a seguir. 

 

Dia 1. Plaqueamento de 10
6
 células 293T em placa 100mm; 

Dia 2. Para cada construção de interesse foi feita uma mistura de empacotamento 

(packing mix), que consiste de 2,6μg pCMV-dR8.2 dvpr, 0,325μg pCMV-VSVG e água 

MilliQ para volume final de 26μL (por placa de células 293T). Estes são dois vetores de 

empacotamento lentivirais de segunda geração obtidos da AddGene. Ao volume final de cada 

packing mix foi adicionado 2,6μg do vetor lentiviral contendo a sequência para produção do 

shRNA de  interesse. Em um tubo separado, foi adicionado 182μL de DMEM sem soro fetal 

bovino e 16μL Fugene6 (Roche®). Este volume foi adicionado a cada tubo com o vetor de 

interesse produzido no passo anterior, e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos. O 

volume total foi adicionado em cada placa, levadas a estufa a 37ºC e 5% CO2 por 16h. 

Dia 3. Após as 16 h da transfecção, o meio de cultura foi trocado por meio DMEM 

cotendo 10% de soro fetal bovino. 



Dia 4 e 5. O meio de cultura total foi coletado, centrifugado a 3000rpm por 5 minutos 

para retirada das células 293T. Os sobrenadantes contendo os vírus foram aliquotados em 

volume de 1mL e congelados a -80ºC até sua utilização. 

 

3.11. Titulação viral 

 

A quantificação da produção viral foi feita com o kit de Lenti-X™ p24 Rapid Titer Kit 

(Clontech®), seguindo as instruções do fabricante. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas com o software Softmax Pro (Molecular Devices®) a 450nm. 

 

3.12. Determinação da concentração efetiva de puromicina 

 

Células A549 e H358 parentais foram testadas para a determinação da concentração 

efetiva de puromicina para posterior seleção. Foram testadas concentrações de 0,25; 0,5; 1; 2 

e 3μg/mL de puromicina por 10 dias, com troca a cada 3 dias para determinar a menor 

concentração capaz de matar todas as células não resistentes à puromicina. Essa concentração 

foi, posteriormente, utilizada no processo de seleção, uma vez que o vetor pTRIPz usado para 

produzir partículas lentivirais possui o gene de resistência à puromicina para seleção de 

células estavelmente transduzidas. 

 

3.13. Transdução viral 

 

Células A549 e H358 parentais foram transduzidas com uma MOI (“multiplicity of 

infection” ou número de partículas infectantes por célula) de 1, acrescida de 0,8μg/mL de 

polibreno para os vetores shKRAS#1, shKRAS#2, shAURKA#1, shAURKA#2, 



shAURKB#1, shAURKB#2 e shNTCtrl. Foram plaqueadas 2.10
5
 células em um poço de 

9cm
2
, e adicionado volume viral suficiente para a MOI referida. Um dia após a transdução, foi 

iniciado o processo de seleção por puromicina, seguindo a concentração encontrada conforme 

descrito no item acima. A seleção foi feita por 15 dias, com troca de meio a cada 2 dias. 

 

3.14. Concentração efetiva de doxiciclina para indução 

 

Após a seleção por puromicina por 15 dias, as linhagens transduzidas A549 e H358 

passaram por uma cinética de indução por doxiciclina durante 5 dias. Cada linhagem foi 

plaqueada em 6 poços com superfície de 9cm
2
, utilizando concentração de 500, 1000, 1500 e 

2000ηg/mL e sem doxicilina em cada poço, com o meio trocado diariamente. Após este 

período as células foram observadas em microscopia de fluorescência em comprimento de 

onda de 553ηm, sendo observada a proporcionalidade e intensidade de fluorescência emitida. 

 

3.15. Cinética temporal de indução por doxiciclina 

 

Após a determinação da concentração ótima de doxiciclina em cada uma das linhagens 

encontrada no experimento anterior foi realizada cinética temporal. As linhagens transduzidas 

A549 e H358 foram plaqueadas em 3 poços de 9cm
2
, e induzidas com doxiciclina na 

concentração ótima pelos tempos de 1, 2 e 3 dias de indução. Após este período as células 

foram observadas em microscopia de fluorescência em comprimento de onda de 553ηm, 

sendo observada a proporcionalidade e intensidade de fluorescência emitida. 

 

 

 



3.16. Seleção clonal das células H358 e A549 

 

As células A549 e H358 obtidas na etapa descrita anteriormente foram plaqueadas na 

quantidade de 1000 células em placa de 150mm, a fim de se obter células aderidas de forma 

individual, e mantidas em meio de cultura RPMI, contendo 10% de soro fetal bovino, a 37ºC 

e 5% CO2, adicionado de puromicina 2μg/mL. O meio foi trocado a cada 2 dias até o 

aparecimento de colônias celulares isoladas, que foram posteriormente expandidas e testadas 

quanto à eficiência de knockdown. A validação da inibição da expressão dos genes de 

interesse foi realizada por meio da análise de expressão gênica em nível de mRNA, por RT-

qPCR, e em nível de proteína, por meio de Western blotting. 

 

3.17. Ensaios biológicos 

 

3.17.1. Curva de crescimento 

 Em placas de 35mm foram semeadas 1x10
5
 células por poço em 2mL de meio 

apropriado, em triplicata e mantidas em cultura, em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à 

temperatura de 37ºC. A troca de meio de cultura foi realizada quando necessário, por um 

período de 12 dias, no mínimo, sendo coletados os pontos referentes aos dias 2, 4, 6, 8, 10 e 

12, salvo quando indicado. Após a suspensão, as células foram fixadas em formaldeído 10% e 

armazenadas à temperatura de 4ºC. Os resultados obtidos com a contagem das células foram 

plotados e analisados com o programa Excel. 

 

3.17.2. Ensaios clonogênicos 

 As células foram plaqueadas em placas de 60mm à confluência de 500 células por 

placa e mantidas em cultura, em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à temperatura de 37ºC, em 



meio de cultura apropriado, contendo inibidores ou antibióticos, quando apropriado. O meio 

foi trocado periodicamente e a cultura foi mantida até o aparecimento de colônias 

macroscópicas. Essas colônias foram, então, fixadas com solução de formaldeído 10% e 

coradas com solução cristal violeta. As placas coradas foram então fotografadas e a 

quantificação do número de colônias formadas feita manualmente. Os resultados expressos 

em porcentagem do número de colônias formadas em relação ao controle para cada 

experimento. 

 

3.17.3. Ensaios de viabilidade metabólica por redução de MTT 

 As células previamente induzidas ou tratadas, conforme o modelo estudado, foram 

plaqueadas em placas de 96 poços à confluência de 1.10
4
 células por poço e mantidas em 

cultura, em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à temperatura de 37ºC, em meio de cultura 

apropriado, contendo inibidores ou antibióticos, quando necessário, num volume total de 

100μL por poço. Após 24 horas, tempo necessário para adesão das células à placa, o meio foi 

completamente removido, e as células foram carenciadas com meio sem SFB contendo 

inibidores ou antibióticos, quando necessário, por mais 24h. Após esse período foi adicionado 

a cada poço 15μL de uma solução de MTT 1mg/mL e as células foram novamente incubadas 

por mais 3h, no escuro, em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à temperatura de 37ºC. Findo o 

tempo de tratamento, todo o meio de cultura foi removido com o auxílio de uma bomba de 

vácuo, e foram adicionados 100μL de DMSO a cada poço para dissolução dos cristais de 

Formazan gerados a partir da redução do MTT. A placa foi posteriormente lida em aparelho 

espectrofotômetro (Eon, Biotek) com comprimento de onda de 570nm, e os resultados foram 

analisados com o auxílio do programa Excel. 

 

 



3.17.4. Crescimento em suspensão de agarose 

Para este ensaio foram utilizadas placas de 24 poços. Inicialmente as placas foram 

preparadas por meio da adição de 500μL de RMPI 10% de SFB, sem antibióticos, acrescido 

de 0,6% de agarose. Após gelificação, para cada condição, foram adicionados 1,5mL de uma 

suspensão celular contendo 1x10
4
 células, em meio RMPI 10% de SFB, sem antibióticos, 

acrescido de 0,3% de agarose. Essas células foram previamente induzidas, conforme a 

necessidade para a expressão do gene de interesse e pelos tempos padronizados para cada 

condição. Após a gelificação, foram adicionados 500μL de RPMI 10% de SFB, sem 

antibióticos e as placas foram incubadas em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à temperatura 

de 37ºC, por 24h. Após esse tempo, os tratamentos com inibidores ou antibióticos foram 

iniciados. A troca de meio de cultura foi feita a cada 2 ou 3 dias e o crescimento das colônias 

foi acompanhado ao longo de 2 semanas, ou até que se formassem colônias macroscópicas. 

Após o tempo de incubação necessário, as colônias foram coradas com 50μL de uma solução 

de MTT 1mg/mL e incubadas em atmosfera 95% de O2 e 5% CO2 e à temperatura de 37ºC, 

por 3h. A aquisição das imagens foi feita com o auxílio de câmera de 5Mplx, as colônias 

foram contadas e os dados analisados com o auxílio do programa Excel. 

 

3.18. Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se, sempre que possível, replicatas 

experimentais e biológicas em número maior ou igual a 3. Os resultados foram apresentados 

na forma de média ± desvio padrão ou através de imagens representativas de 3 ou mais 

experimentos independentes. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o 

programa Prisma 3.0 e/ou o teste t-student. Foram considerados estatisticamente significativos 

os grupos experimentais que apresentaram valor de p menor que 0,05.  



4. RESULTADOS 

 

4.1. Caracterização de reagentes e padronização de ensaios. 

4.1.1. Otimização das condições ideias para RT-qPCR. 

 

A fim de padronizar nossos experimentos de RT-qPCR, nós inicialmente 

determinamos as concentrações ótimas de cada par de primers a serem utilizados na reação de 

PCR quantitativo em tempo real. Foram testadas as concentrações de 200, 400, 600 e 800nM. 

A concentração utilizada foi a menor concentração que apresentou curva de dissociação com 

somente um pico e não apresentou variação do ciclo threshold (Ct) quando comparado às 

maiores concentrações analisadas. Os dados são mostrados a seguir (Tabela 4.1). 

 

Primer [primers] 

AURKA 200nM 

AURKB 200nM 

KRAS 200nM 

GAPDH 800nM 

ACTB 400nM 

GUSB 200nM 

 
Tabela 4.1. Determinação da concentração ótima de cada par de primers. A determinação 

da concentração de cada primer utilizada nas reações de PCR em tempo real foi determinada por meio 

da menor concentração capaz de produzir somente um pico na curva de dissociação e que não 

promove variação significativa de seu respectivo Ct. 

 

Após a determinação das concentrações ótimas, nós determinamos as eficiências de 

todos os pares de primers utilizados nos experimentos de expressão gênica por PCR em 

tempo real. Os resultados obtidos para os primers de AURKA, AURKB, KRAS e para os genes 

housekeeping GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), ACTB (β-actina) e GUSB (β-

glucuronidase) são mostrados a seguir (Figura 4.1). 



 
Ef(%) = 97,04% 

 
Ef(%) = 97,60% 

 
Ef(%) = 141,44% 

 
Ef(%) = 152,07% 

 
Ef(%) = 107,26% 

 
Ef(%) = 124,77% 

 

Figura 4.1. Determinação da eficiência (Ef) dos primers de AURKA, AURKB, KRAS, GAPDH, 

ACTB e GUSB. Após a determinação da menor concentração de primers sem variação de Ct e 

somente um pico na curva de dissociação, as eficiências absolutas foram calculadas por   (    )   , 

onde α é o coeficiente agular da curva de eficiência de cada par de primers obtida pelo número de 

ciclos necessários para amplificar uma amostra qualquer em função do logaritmo da concentração de 

primers. 
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Nós também investigamos quais seriam os melhores genes housekeeping a serem 

utilizados como controles nas reações de RT-qPCR (ver item 3. MATERIAIS E MÉTODOS). 

Os controles endógenos eleitos para cada condição de tratamento das linhagens celulares 

estudadas são mostrados abaixo (Tabela 4.2). 

 

Linhagens celulares / Tratamentos 
Conjunto de genes  

housekeeping 

Linhagens parentais A549 e H358;  

tratamento com Aurora inhibitor II 
GAPDH; GUSB 

 Clones A549 e H358 knockdown  

para AURKA; AURKB e KRAS 
GAPDH; GUSB 

Clones H1703; tratamento  

com Aurora Inhibitor II 
GUSB; ACTB 

Células primárias Saleb e Sakras; 

tratamento com Aurora Inhibitor II 
GUSB; ACTB 

 
Tabela 4.2. Genes housekeeping utilizados para normalização das reções de PCR em tempo real. 

GAPDH e GUSB foram utilizados como genes endógenos para todos os experimentos envolvendo 

PCR em tempo real para as linhagens A549 e H358 e seus respectivos clones knockdown gerados para 

AURKA, AURKB, KRAS e controles. Do mesmo modo, ACTB e, também, GUSB foram utilizados 

como controles endógenos de todos os experimentos de PCR em tempo real envolvendo a linhagem 

H1703 e as células primárias Saleb e Sakras.  

 

 

Desse modo, para cada condição testada, nós determinamos dois genes housekeeping 

mais estáveis, que foram utilizados intercambiavelmente, sem diferença de resultados, para a 

análise da expressão gênica por RT-qPCR em todos os experimentos relacionados que se 

seguem.  

 

 

 

 

 



4.1.2. Geração e caracterização de células H358 e A549 

expressando shRNAs para KRAS, Aurora A e Aurora B. 

 

Com o objetivo de promover o silenciamento gênico por interferência de RNA para 

KRAS e para as quinases Aurora A e Aurora B, nós geramos por meio de infecção lentiviral 

(ver item 3. MATERIAIS E MÉTODOS) células estáveis resistentes à puromicina, 

expressando shRNAs para os mRNAs de interesse de forma induzível por doxiciclina, sendo 

denominados de clones knockdown.  

Este silenciamento induzível por doxiciclina foi feito em duas linhagens celulares, 

uma de adenocarcinoma pulmonar humano, denominada A549, e a outra de carcinoma 

bronquioalveolar pulmonar humano, denominada H358, ambas portadoras de mutações 

oncogênicas no gene da KRAS. Como controle, também foram geradas, em ambas as 

linhagens, células expressando um shRNA sem homologia para genes humanos, denominadas 

non-targeting shRNA (shNTCtrl). Para controlar possíveis efeitos oriundos da inibição de 

alvos não específicos (off-target effects) pelos shRNAs, foram usadas duas sequências 

diferentes para cada gene.  

Para que a expressão do shRNA fosse alta e uniforme em toda a população clonal 

utilizada, e para evitar que a possível heterogeneidade da população interferisse nas análises, 

as células transfectadas foram submetidas à seleção clonal com 2μg/mL de puromicina por 

duas semanas e, posteriormente, plaqueadas em confluência suficientemente baixa que 

permitisse o crescimento de colônias celulares oriundas de apenas uma célula. Essas colônias 

(clones) foram, então, expandidas e caracterizadas.  

Os clones gerados foram validados de acordo com três abordagens distintas: a) 

avaliação da expressão de proteína fluorescente vermelha (red fluorescent protein – RFP) em 

função da indução com 2μg/mL de doxiciclina (Figura 4.2 e 4.3); b) análise da expressão 



gênica em nível de mRNA (RT-qPCR) em função da indução com 2μg/mL de doxiciclina 

(Figuras 4.4 e 4.5); e c) análise da expressão gênica em nível de proteína (Western blotting) 

em função da indução com 2μg/mL de doxiciclina (Figuras 4.6 e 4.7).  

Os clones que apresentaram maior eficiência de knockdown e maior homogeneidade 

quanto à expressão de RFP foram utilizados para os ensaios funcionais posteriores e os 

resultados obtidos serão mostrados a seguir.  
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Figura 4.2. Expressão de RFP em clones knockdown gerados a partir de células A549. Clones 

knockdown de células A549 foram tratados com doxiciclina 2μg.mL
-1

 por 72h. Após esse período, as 

placas foram observadas em luz branca e fluorescência com excitação em comprimento de onda 

553ηm. Como controle, placas não tratadas com doxiciclina, mas incubadas pelo mesmo período, 

foram fotografadas sob as mesmas condições. Aumento de 100X. 

 

 

CLONES GERADOS A PARTIR DE CÉLULAS H358 

 Não induzido Após 72 de indução com Dox 2μg.mL
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Figura 4.3. Expressão de RFP em clones knockdown gerados a partir de células H358. Clones 

knockdown de células H358 foram tratados com doxiciclina 2μg.mL
-1

 por 72h. Após esse período, as 

placas foram observadas em luz branca e fluorescência com excitação em comprimento de onda 

553ηm. Como controle, placas não tratadas com doxiciclina, mas incubadas pelo mesmo período, 

foram fotografadas sob as mesmas condições. Aumento de 100X. 

 

 

Uma vez obtidos clones que expressavam RFP homogeneamente após indução com 

2μg/mL de doxiciclina, estes foram validados por meio da expressão de mRNA (quantificado 

por RT-qPCR) (Figuras 4.4 e 4.5) e proteína (quantificado por Western blotting) (Figuras 4.6 

e 4.7). Foram aceitos os clones estáveis que expressaram pelo menos 60% de redução da 

expressão em relação às condições controle. 

 

 

 

 

 

 



Nível de expressão do mRNA de KRAS, AURKA e AURKB nos clones knockdown gerados 

a partir de células A549 
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Figura 4.4. Expressão gênica de KRAS, AURKA e AURKB determinada por RT-qPCR para 

clones knockdown gerados a partir de células A549. Células A549 foram tratadas com doxiciclina 

2μg.mL
-1 

por 72h e analisadas por PCR em tempo real quanto à expressão do gene alvo. Células 

shNTCtrl também foram analisadas como controle. Análise estatística: *p<0,05, com base no teste de 

Student-t para amostras induzidas com doxiciclina comparadas ao seu respectivo controle não tratado. 
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Nível de expressão do mRNA de KRAS, AURKA e AURKB nos clones knockdown 

gerados a partir de células H358 
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Figura 4.5. Expressão gênica de KRAS, AURKA e AURKB determinada por RT-qPCR para 

clones knockdown gerados a partir de células H358. Células H358 foram tratadas com doxiciclina 

2μg.mL
-1 

por 72h e analisadas por PCR em tempo real quanto à expressão do gene alvo. Células 

shNTCtrl também analisadas como controle. Análise estatística: *p<0,05, com base no teste de 

Student-t para amostras induzidas com doxiciclina comparadas ao seu respectivo controle não tratado. 
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Nível de expressão proteica de KRAS, AURKA e AURKB nos clones knockdown gerados 

a partir de células A549 
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Figura 4.6. Expressão gênica de KRAS, AURKA e AURKB determinada por Western blotting 

para clones knockdown gerados a partir de células A549. A expressão proteica de KRAS, AURKA 

e AURKB em clones de células A549 foi determinada após tratamento com doxiciclina 2μg.mL
-1

 por 

72h. Gráficos adjacentes representam a quantificação das bandas por meio do programa ImageJ. 

Actina ou β-tubulina foram utilizados como controle endógeno (loading control). 
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Nível de expressão proteica de KRAS, AURKA, AURKB nos clones knockdown gerados 

a partir de células H358 
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Figura 4.7. Expressão gênica de KRAS, AURKA e AURKB determinada por Western blotting 

para clones knockdown gerados a partir de células H358. A expressão proteica de KRAS, AURKA 

e AURKB em clones de células H358 foi determinada após tratamento com doxiciclina 2μg.mL
-1

 por 

72h. Gráficos adjacentes representam a quantificação das bandas por meio do programa ImageJ. 

Actina ou β-tubulina foram utilizados como controle endógeno (loading control). 
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4.2. Resultados experimentais 

 

4.2.1. A presença de KRAS oncogênica em células primárias pulmonares 

imortalizadas está correlacionada com uma maior expressão das quinases 

Aurora A e Aurora B. 

 

Para avaliar se a expressão das quinases Aurora está ou não correlacionada com a 

presença da forma oncogênica da KRAS, nós inicialmente analisamos a expressão das 

quinases Aurora A e B em células primárias pulmonares imortalizadas na ausência (Saleb) ou 

na presença (Sakras) da forma oncogênica G12V da KRAS, expressa constitutivamente. Estas 

células foram gentilmente cedidas pelo Dr. Scott Randell da University of North Carolina at 

Chapel Hill (LUNDBERG, A.S. et al., 2002). A obtenção dessas células está descrita no item 

3. MATERIAIS E MÉTODOS. Como pode ser visto na Figura 4.8, células Sakras expressam 

níveis levemente aumentados de KRAS em relação ao seu par isogênico Saleb, conforme 

esperado, tanto em nível de mRNA, quanto em nível proteico. Além disso, as células Sakras 

apresentam, em relação às células Saleb, expressão aumentada das quinases Aurora A e 

Aurora B (mRNA e proteína), mostrando uma forte correlação entre os níveis de expressão de 

KRAS, AURKA, e AURKB. 

 Apesar de a expressão de KRAS oncogênica em Sakras estar associada a uma maior 

expressão das quinases Aurora A e Aurora B, esses resultados mostram somente uma 

correlação, não provando que, de fato, a expressão de AURKA e AURKB é regulada por 

KRAS. A comprovação da existência de uma relação de causalidade entre a expressão de 

KRAS oncogênica e quinases Aurora é fundamental para a caracterização dessas proteínas 

como alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido por mutações em KRAS. 



   

  
 

Figura 4.8. Em células pulmonares primárias imortalizadas, a expressão de AURKA e AURKB 

está correlacionada à presença de KRAS oncogênica. A expressão gênica de KRAS, AURKA e 

AURKB foi determinada por RT-qPCR (painel A) em células primárias imortalizadas denominadas 

Sakras, que possuem KRAS mutante. Células Saleb, células isogênicas que não expressam KRAS 

oncogênica, são mostradas como controle. A expressão proteica de Ras (anti-PanRas), AURKA e 

AURKB foi determinada por Western blotting (painel B, à esquerda; quantificação das bandas por 

meio do programa ImageJ, à direita) nas mesmas células descritas acima. O GAPDH foi usado como 

controle endógeno (loading control). Análise estatística: *p<0,05 com base no teste de t-student. 

 

 

 Nesse sentido, nós lançamos mão de duas abordagens distintas para a investigação da 

expressão das quinases Aurora A e Aurora B em função da expressão de KRAS, envolvendo 

o ganho ou a perda de função desta proteína. Para os ensaios envolvendo ganho de função de 

KRAS, células tumorais H1703 sem mutação nesta proteína foram manipuladas 

geneticamente para a expressão induzível da forma oncogênica de KRAS. Para os ensaios de 

perda de função, células A549 e H358 possuindo mutações em KRAS foram manipuladas 

geneticamente para a expressão de um shRNA contra KRAS, e estão descritos a seguir.                                                                                                                                                                                                                                                                                       
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4.2.2. A expressão induzível da KRAS oncogênica em linhagens tumorais 

leva a uma maior expressão das quinases Aurora A e Aurora B. 

 

De acordo com o nosso modelo de ganho de função, para determinar se a oncoproteína 

KRAS leva a um aumento de expressão das quinases Aurora A e Aurora B, nós utilizamos 

células pulmonares tumorais H1703 (que não possuem mutação em KRAS) manipuladas ou 

não para expressar induzivelmente a forma oncogênica G12V da KRAS fusionada a um tag 

HA. Essas células já se encontravam disponíveis em nosso laboratório e sua obtenção foi feita 

de acordo com o sistema induzível de expressão T-RExTM System (Invitrogen®), conforme 

descrito no item 3. MATERIAIS E MÉTODOS.  

Assim, conforme o nosso modelo celular, células H1703 transfectadas com a forma 

oncogênica da KRAS G12V expressam KRAS oncogênica somente mediante o tratamento 

com doxiciclina. Por outro lado, células H1703 T-RexB (controle negativo), não expressam 

KRAS oncogênica, mesmo quando tratadas com doxiciclina. 

Antes de avaliar a expressão das quinases Aurora A e Aurora B em função da 

expressão de KRAS oncogênica em H1703, nós inicialmente realizamos um time-course a fim 

de verificar o perfil de expressão da KRAS oncogênica após indução com doxiciclina nas 

primeiras 24h de tratamento (Figura 4.9).  

As células H1703 G12V expressam níveis estatisticamente significativos de KRAS 

oncogênica após 12h de indução com doxiciclina, em relação às células H1703 T-RexB, 

tratadas pelo mesmo período. 

 

 

 

 



 

 
Figura 4.9. Time-course da expressão de KRAS em células H1703 ao longo de 24h. Células H1703 

foram manipuladas geneticamente para a expressão induzível de KRAS oncogênica (H1703 G12V), 

com 2µg/mL de doxiciclina e analisadas quanto a expressão de KRAS total por PCR em tempo real. 

Como controle, foi avaliada a expressão de KRAS total em células H1703 T-RexB, que expressam 

somente KRAS selvagem endógena, tratadas sob as mesmas condições. A partir de 12h de tratamento 

as diferenças de expressão de KRAS total entre H1703 G12V e H1703 T-RexB são significativas. 

Análise estatística: (*) p<0,05 com base no teste Student-t.  

 

 

Mais adiante, nós expandimos nosso time-course para avaliação da expressão de 

KRAS oncogênica em H1703 em função da indução com doxiciclina ao longo de vários dias 

de tratamento (Figura 4.10).  

Essa abordagem fez-se necessária uma vez que vários experimentos descritos mais 

adiante requerem um tempo de tratamento relativamente longo e os resultados observados 

devem ser relacionados à presença de KRAS oncogênica ao longo de todo o tempo de 

incubação.  
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Figura 4.10. Time-course da expressão de KRAS em células H1703 ao longo de 13 dias. Células 

H1703 G12V e H1703 T-RexB foram tratadas ou não com 2µg/mL de doxiciclina e analisadas quanto 

a expressão de KRAS total por PCR em tempo real (gráfico de barras) e KRAS oncogênica por 

Western blotting. A partir de 24h de tratamento as diferenças de expressão de KRAS total entre as 

condições induzidas e não induzidas são significativas em H1703 G12V, porém não o são em H1703 

TrexB. Actina foi utilizada como controle endógeno para o Western blotting. Análise estatística: (*) 

p<0,05 com base no teste Student-t. 
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Posteriormente, a análise da expressão das quinases Aurora A e B em função da 

indução da expressão de KRAS oncogênica em células H1703 mostrou que existe uma forte 

correlação entre a expressão de KRAS e AURKA e, embora não tão forte, existe também uma 

correlação entre a expressão de KRAS e AURKB (Figura 4.11).  

Como visto, a expressão das quinases Aurora não é induzida pela presença de 

doxiciclina na ausência de expressão da oncoproteína KRAS (células H1703 T-RexB). Por 

outro lado, células H1703 G12V mostram um aumento significativo da expressão de AURKA 

e AURKB em função do tratamento com 2μg/mL de doxiciclina a longo de 13 dias. Estes 

resultados mostram que a indução da expressão destas quinases nestas células depende da 

presença da forma oncogênica da KRAS. 

Estes resultados foram, posteriormente, confirmados por Western blotting (Figura 

4.12), utilizando-se um tempo de indução de 7 dias, nas mesmas condições dos ensaios 

anteriores. A expressão de AURKA e AURKB é aumentada mediante o tratamento com 

2μg/mL de doxiciclina por 7 dias em células H1703 G12V, mas não o faz em células H1703 

T-RexB, mostrando que KRAS e Auroras quinases se relacionam se forma causal.  

Portanto, a expressão das quinases Aurora A e Aurora B está correlacionada com a 

expressão de KRAS em linhagens celulares geneticamente manipuladas para a expressão 

induzível de KRAS oncogênica. 
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Figura 4.11. Células pulmonares H1703 apresentam variação da expressão do mRNA das 

quinases Aurora em função da indução da expressão de KRAS oncogênica com doxiciclina. As 

células H1703 TrexB ou H1703 G12V foram tratadas com doxiciclina 2μg.mL
-1 

pelos tempos 

indicados e analisadas por PCR em tempo real quanto à expressão dos genes alvos (indicados na 

figura). Células não induzidas por doxiciclina também foram analisadas como controle. Análise 

estatística: *p<0,05, com base no teste de Student-t para amostras induzidas com doxiciclina 

comparadas ao seu respectivo controle não tratado. 
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Figura 4.12. Células pulmonares H1703 apresentam variação da expressão proteica das quinases 

Aurora em função da indução da expressão de KRAS oncogênica com doxiciclina. (A) Células 

H1703 G12V e H1703 T-RexB foram tratadas ou não com 2µg/mL de doxiciclina e analisadas quanto 

a expressão de KRAS oncogênica (HA-tag), AURKA ou AURKB por Western blotting. A tubulina foi 

usada como controle endógeno (loading control). (B) Quantificação das bandas do Western blotting 

por meio do programa ImageJ, com normalização de dados feita a partir do controle endógeno. 
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4.2.3. A inibição da expressão de KRAS em células tumorais está 

correlacionada com uma menor expressão de Aurora A e Aurora B. 

 

Além dos experimentos de ganho de função, nós avaliamos como a inibição da 

expressão da KRAS por interferência de RNA (segundo nosso modelo de perda de função) 

afeta a expressão das quinases Aurora A e Aurora B. 

Utilizando linhagens celulares A549 e H358 knockdown para KRAS (cuja obtenção 

foi descrita anteriormente), nós avaliamos se a inibição da expressão desta oncoproteína 

afetava a expressão das quinases Aurora A e Aurora B. Os resultados obtidos mostram que a 

inibição da expressão de KRAS leva a uma diminuição da expressão da Aurora A e Aurora B, 

tanto em nível de mRNA (Figura 4.13), quanto em nível de proteína (Figura 4.14), indicando 

que a expressão destas quinases é regulada por KRAS. Mais interessante, essa regulação 

ocorre em nível transcricional. 

 

 Tomados juntos, os resultados mostrados até agora confirmam que a forma 

oncogênica da KRAS é capaz de promover a expressão de AURKA e AURKB tanto em 

células primárias imortalizadas de câncer de pulmão, quanto em linhagem celulares de câncer 

de pulmão, manipuladas geneticamente para expressar induzivelmente a forma oncogênica da 

KRAS, ou para expressar um shRNA contra KRAS endógena, indicando que estas quinases 

são alvos das vias desencadeadas pela presença de atividade oncogênica da GTPase KRAS. 
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Figura 4.13. A inibição da expressão de KRAS por interferência de RNA reduz a expressão do 

mRNA das quinases Aurora A e Aurora B. A expressão gênica de KRAS, AURKA e AURKB foi 

determinada por RT-qPCR para clones knockdown gerados a partir de células H358 ou A549 após 

tratamento ou não com doxiciclina 2μg.mL
-1

 por 72h. A inibição da expressão de KRAS e seu efeito 

sobre a expressão das quinases Aurora foram determinados com base em dois shRNAs diferentes para 

KRAS (#1 e #2). Análise estatística: *p<0,05, com base no teste de Student-t para amostras tratadas 

com doxiciclina (induzidas) comparadas às mesmas amostras não tratadas com doxiciclina (não 

induzidas). 
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Figura 4.14. A inibição da expressão de KRAS por interferência de RNA reduz a expressão proteica 

das quinases Aurora A e Aurora B. Células A549 e H358 capazes de expressar de forma induzível os 

shRNAs indicados foram tratadas ou não com 2µg/mL de doxiciclina por 5 dias e analisadas quanto a 

expressão de Ras (anticorpo anti-PanRas), AURKA ou AURKB por Western blotting. A interferência de 

RNA para KRAS por meio de dois hairpins distintos (shKRAS#1 e shKRAS#2) é capaz de levar a uma 

redução da expressão proteica das quinases Aurora A e Aurora B tanto em células A549 quanto em células 

H358. O GAPDH foi usado como controle endógeno (loading control). (A, B) Western blotting para a 

expressão de Aurora A e Aurora B em função da inibição estável de KRAS em A549 (A) e H358 (B). 

Gráficos adjacentes: Quantificação das bandas dos géis por meio do programa ImageJ. 
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4.2.4. A inibição genética das quinases Aurora A e Aurora B em células 

portadoras de KRAS oncogênica promove uma redução do crescimento, 

viabilidade e diminui a capacidade de crescimento independente de 

ancoragem. 

  

O fato das quinases Aurora estarem envolvidas na oncogênese humana 

(KOLLAREDDY, 2008; ARAKI, K. et al., 2004; MERALDI, P. et al., 2002; 

FURUKAWA, T. et al., 2006) e terem sua expressão aumentada por KRAS em células 

pulmonares (ver resultados anteriores), não necessariamente significa que estas quinases 

desempenham um papel importante na oncogênese induzida por KRAS. Para determinar a 

relevância da ativação destas quinases por KRAS para o fenótipo maligno, nós decidimos 

avaliar como a inibição da expressão de AURKA ou AURKB afeta as propriedades 

oncogênicas de células pulmonares humanas transformadas pelo oncogene KRAS. Para saber 

se a inibição de AURKA ou AURKB por interferência de RNA poderia ter algum efeito sobre 

o crescimento de células transformadas por KRAS, nós usamos as células A549 e H358 

knockdown geradas, cuja inibição da expressão de KRAS, AURKA ou AURKB na presença 

de doxiciclina foi validada (Figura 4.2-4.7). Estas células foram plaqueadas e o seu 

crescimento monitorado ao longo de 12 dias na presença de doxiciclina. Células knockdown 

para KRAS, AURKA e AURKB mostraram menor crescimento em relação às células 

controle, que na presença de doxiciclina, expressam um shRNA sem homologia para genes 

humanos conhecidos (shNTCtrl), evidenciando, desta forma, que o crescimento destas células 

portadoras de KRAS oncogênica é dependente, mesmo que em parte, da expressão de 

AURKA ou AURKB (Figura 4.15). 
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Figura 4.15. A inibição da expressão de KRAS, AURKA e AURKB por interferência de RNA 

reduz o crescimento celular de linhagens pulmonares portadoras de KRAS oncogênica. (A, B) 

Curva de crescimento para clones knockdown gerados a partir de células A549 (A) ou H358 (B), 

induzidos com 2μg/mL de doxiciclina ao longo de 12 dias; e (C, D) teste t-student para cada ponto das 

curvas em geradas a partir de células A549 (C) ou H358 (D). As áreas assinaladas com () 

correspondem aos pontos da curva nos quais houve diferença estatisticamente significativa (p<0.05) 

entre os grupos correspondentes (shNTCtrl contra shAURKA, shAURKB ou shKRAS), com 

distribuição bicaudal e considerando-se uma variância desigual das duas amostras. 
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Posteriormente nós investigamos a capacidade dessas células em crescerem em 

substrato sólido, formando colônias (ensaio clonogênico), como um indicativo da viabilidade 

celular e observamos que a inibição da expressão de KRAS, AURKA ou AURKB reduz a 

viabilidade celular, dada sua capacidade reduzida de formarem colônias. (Figura 4.16). 

 

 
 

  
 

Figura 4.16. A inibição da expressão de KRAS, AURKA e AURKB por interferência de RNA 

reduz a viabilidade celular de linhagens pulmonares A549 e H358 portadoras de KRAS 

oncogênica em ensaios de formação de colônia em substrato sólido na presença de doxiciclina. 

(A) Ensaio clonogênico para células A549. (B) Ensaio clonogênico para células H358. Painel 

superior: gráfico representando a quantificação relativa das colônias formadas usando como 

referência o controle expressando o hairpin controle (shNTCtrl). Painel inferior: Imagens 

representativas são mostradas para cada condição estudada. Análise estatística: *p<0,05, com base no 

teste Student-t, para amostras comparadas ao controle shNTCtrl. 
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 Para corroborar os resultados de viabilidade observados com os ensaios de formação 

de colônia, nós também decidimos analisar qual a influência da inibição das quinases Aurora 

A ou Aurora B sobre a viabilidade metabólica de células A549 e H358 pelo ensaio de redução 

do MTT (ver item 3. MATERIAIS E MÉTODOS). Os resultados mostraram que a viabilidade 

celular analisada desta forma também é dependente da expressão de KRAS, bem como das 

quinases Aurora A ou Aurora B (Figura 4.17).  

 

 

Figura 4.17. A inibição da expressão de KRAS, AURKA e AURKB por interferência de RNA 

reduz a viabilidade metabólica de linhagens pulmonares A549 e H358. Ensaio de viabilidade para 

células A549 (A) e H358 (B) portadoras de KRAS oncogênica em ensaio de redução de MTT na 

presença (+) ou ausência (-) de doxiciclcina. O gráfico representa a quantificação por absorbância 

relativa da redução do MTT a Formazan usando como referência a linhagem expressando o hairpin 

controle (shNTCtrl) na presença de doxiciclina. Análise estatística: *p<0,05, com base no teste 

Student-t, para amostras tratadas com doxiciclina (induzidas) comparadas às mesmas amostras não 

tratadas com doxiciclina (não induzidas). 
 

 



Tendo uma vez observado que as quinases Aurora A Aurora B são importantes para o 

crescimento e viabilidade de células que apresentam mutações em KRAS (Figuras 4.15-4.17) 

e que a maioria dos tumores de pulmão induzidos por KRAS são altamente tumorigênicos 

quando observados in vivo (BRAUN, B. S. et al., 2003; BREMBECK, F. H. et al., 2003; 

CAULIN, C. et al., 2004; CHAN, I. T. et al., 2004; FISHER, G. H. et al., 2001; 

JACKSON, E. L. et al., 2001; RAIMOND, A. R. et al., 2006; TUVESON, D. A. et al., 

2004; VITALE-CROSS, L. et al., 2004), nós decidimos investigar se as quinases Aurora A e 

Aurora B são também importantes para a tumorigenicidade induzida por mutações em KRAS 

in vitro, por meio de ensaios de formação de colônias independentemente de ancoragem, em 

substrato semissólido (ver item 3. MATERIAIS E MÉTODOS). 

Nossos resultados mostram que a capacidade de células A549 e H358, que possuem 

KRAS oncogênica, de formarem colônias independentemente de ancoragem é menor quando 

da presença de um shRNA para AURKA ou AURKB, quando comparadas a um controle 

expressando um shRNA sem homologia a genes humanos conhecidos (shNTCtrl). Quando as 

células expressam um shRNA para KRAS, elas igualmente se tornam menos tumorigênicas, 

quando comparadas ao controle shNTCtrl (Figura 4.18). 

Esses dados indicam que a tumorigenicidade in vitro de células A549 e H358 

possuindo KRAS oncogênica é, em parte, dependente da expressão das quinases Aurora A e 

Aurora B.  

 

 

 

 

 

 



  

  

 
Figura 4.18. A inibição das quinases Aurora A ou Aurora B por RNA de interferência é capaz de 

levar a uma redução da tumorigenicidade in vitro das células A549 e H358. Células A549 (A) ou 

H358 (B) capazes de expressar diferentes shRNAs conforme indicado na figura foram plaqueadas em 

suspensão de agarose 0,3% e tratadas com doxiciclina por 21 dias. Ao final do experimento as 

colônias foram coradas com MTT e contadas. Painel superior: Número de colônias contadas, em 

relação ao controle shNTCtrl para as linhagens A549 e H358. Painel inferior: Imagens 

representativas de cada condição analisada para as linhagens A549 ou H358. Análise estatística: 

*p<0,05, com base no teste Student-t, para amostras comparadas ao controle shNTCtrl. 
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4.2.5. A inibição farmacológica das quinases Aurora A e Aurora B em 

linhagens tumorais portadoras de KRAS oncogênica reduz o crescimento, 

viabilidade e diminui a capacidade de crescimento independente de 

ancoragem. 

  

Uma vez tendo identificado que as quinases Aurora A e Aurora B afetam o 

crescimento e viabilidade de células de câncer de pulmão induzido por KRAS, nós decidimos 

investigar se estas quinases poderiam constituir alvos terapêuticos relevantes. Para tanto, nós 

investigamos se a inibição farmacológica simultânea de AURKA e AURKB é também capaz 

de reduzir as propriedades tumorigênicas das células portadoras de KRAS oncogênica. 

 Para tanto nós obtivemos um inibidor farmacológico dual, capaz de inibir 

concomitantemente as quinases Aurora A e Aurora B, quimicamente denominado 4-(4′-

benzamidoanilino)-6,7-dimetoxiquinazolina, ou, por seu nome comercial, Aurora Kinase 

Inhibitor II (Cat# 189404 Calbiochem®). Para facilitar sua nomenclatura, nós chamaremos 

esse inibidor de AI II. AI II (Figura 4.19) é um composto anilinoquinazolínico capaz de 

permear a membrana celular e agir como um potente e seletivo inibidor de AURKA e 

AURKB por competição com ATP. Uma vez que as quinases Aurora são dependentes de ATP 

como fonte de energia e substrato doador de grupos fosfato para a fosforilação de outras 

proteínas, AI II é capaz de fortemente impedir sua ação enzimática. 

 Para comprovar a eficácia de inibição das quinases Aurora A e Aurora B por AI II, nós 

investigamos o perfil de fosforilação de substratos conhecidos de AURKA e AURKB, 

mediante tratamento com AI II. Tanto AURKA quanto AURKB fosforilam SRC no resíduo 

T416 (DO, T. V. et al., 2013). Utilizando um anticorpo específico para fosfoT419-SRC, nós 

observamos que AI II leva a uma menor fosforilação de SRC. Portanto, AI II, de fato, inibe 

AURKA e AURKB (Figura 4.20). 
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Figura 4.19. Fórmula estrutural de Aurora Kinase Inhibitor II. 

 

 

 

 

 

                         

 

  
 

Figura 4.20. Cinética temporal da inibição das quinases Aurora A e Aurora B mediada por AI II 

em células A549. SRC é um substrato conhecido de ambas quinases Aurora A e Aurora B (DO, T. V. 

et al., 2013). A presença de AI II leva a uma menor fosforilação de SRC por inativação da atividade 

das quinases Aurora A e Aurora B em A549. Painel superior: Western blotting para SRC total e sua 

forma fosforilada. GAPDH foi utilizado como controle endógeno do experimento (loading control). 

Painel inferior: Gráficos da quantificação da expressão proteica de SRC e pSRC normalizada pelo 

controle endógeno (GAPDH) para amostras tratadas com AI II 1μM ou 5μM ao longo de 1h, ou 

DMSO 0.1% (D), conforme indicado na figura. 
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Inicialmente, para avaliar o potencial terapêutico resultante da inibição das quinases 

Aurora por meio do inibidor dual, específico para as AURKA e AURKB, nós realizamos 

ensaios de curva de crescimento das linhagens A549 e H358, portadoras de mutação 

oncogênica em KRAS. Nossos resultados mostram um menor crescimento celular dose-

dependente em ambas as linhagens celulares tratadas com AI II (Figura 4.21).  
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Figura 4.21. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B reduz o 

crescimento de células A549 e H358. (A, B) Curva de crescimento para células A549 (A) e H358 (B) 

tratadas com concentrações crescentes de AI II ao longo de 12 dias. DMSO, o solvente do inibidor, foi 

usado como controle. (C, D) Análise estatística para cada ponto da curva para células A549 (C) e 

H358 (D), segundo o teste Student-t para amostras pareadas com o controle DMSO 0,1%. As áreas 

assinaladas com () correspondem aos pontos da curva nos quais houve diferença estatisticamente 

significativa (p<0.05) entre os grupos correspondentes (DMSO 0.1% contra AI II 1, 3 ou 5μM). 
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Nós também investigamos os efeitos da inibição das quinases Aurora sobre viabilidade 

destas linhagens por meio de ensaios clonogênicos. Como pode ser visto abaixo, a inibição 

farmacológica de AURKA e AURKB reduz expressivamente e de maneira dose-dependente a 

capacidade destas células de formarem colônias em substrato sólido, indicando uma perda de 

viabilidade celular (Figura 4.22). 

 

 
 

 
    DMSO 0.1%          AI II 1μM          AI II 2 μM 

 
                      AI II 3 μM          AI II 5 μM 

 
     DMSO 0.1%         AI II 1μM          AI II 2 μM 

 
                       AI II 3 μM         AI II 5 μM 

 

Figura 4.22. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B reduz a 

capacidade de formação de colônias de células A549 e H358. (A, B) Número de colônias formadas 

após 12 dias de tratamento com AI II, mostradas em relação ao controle de solvente (DMSO 0.1%) 

para células A549 (A) e H358 (B). Painel inferior: Imagens representativas para cada condição 

testada para células A549 e H358. Análise estatística: Análise estatística: *p<0,05, com base no teste t-

student, para amostras comparadas ao controle DMSO 0,1%. 
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 Para corroborar estes resultados, nós realizamos ensaios de viabilidade metabólica por 

redução de MTT a Formazan (ver item 3. MATERIAIS E MÉTODOS), e observamos que a 

inibição farmacológica de AURKA e AURKB também promove um decréscimo na 

viabilidade metabólica de modo dose-dependente (Figura 4.23). 

 

  
 

Figura 4.23. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B reduz a 

viabilidade celular em A549 e H358.  Células A549 (A) e H358 (B) foram igualmente tratadas com 

concentrações crescentes de Aurora Inhibitor II ao longo de 72h e a viabilidade metabólica analisada 

por redução de MTT a Formazan por meio de análise espectrofotométrica. Os resultados são 

mostrados em relação ao controle DMSO 0.1%. Análise estatística: (*) p<0,05, de acordo com o teste 

Student-t, para amostras pareadas com o controle de solvente DMSO 0,1%, em ambas as linhagens. 

 

 

Finalmente, como havíamos visto que a inibição da expressão de AURKA ou AURKB 

em A549 e H358 reduz a tumorigenicidade in vitro (Figura 4.18), nós resolvemos investigar 

se a inibição farmacológica dual destas quinases teria o mesmo efeito sobre estas células. A 

análise da tumorigenicidade (analisada por ensaio de crescimento na ausência de ancoragem) 

mostrou que o tratamento com AI II das linhagens celulares transformadas por KRAS A549 e 

H358 é capaz de reduzir a tumorigenicidade celular in vitro (Figura 4.24). 
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Figura 4.24. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B reduz a 

tumorigenicidade in vitro. Ensaio de crescimento em suspensão de agarose para células A549 (A) e 

H358 (B) tratadas com Aurora Inhibitor II. Painel superior: Quantificação das colônias observadas. 

Painel inferior: Imagens representativas de cada condição estudada. (*) p<0,05, de acordo com o 

teste Student-t, para amostras pareadas com o controle do solvente DMSO 0,1%. 
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4.2.6. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B em 

células primárias imortalizadas manipuladas para expressar 

constitutivamente a forma oncogênica de KRAS promove uma redução do 

crescimento, viabilidade, e diminui a capacidade de crescimento 

independente de ancoragem de modo dependente da presença de KRAS 

oncogênica. 

 

O fato das propriedades oncogênicas de células tumorais portadoras da forma 

oncogênica da KRAS serem diminuídas na presença de inibição genética ou farmacológica 

das quinases Aurora não valida automaticamente o uso destas quinases como alvos 

terapêuticos para o tratamento do câncer. Para tal, é preciso demonstrar que a inibição destas 

quinases afeta preferencialmente células que expressam a forma oncogênica da KRAS, tendo 

um efeito reduzido ou nulo em células que não expressam esta oncoproteína.  

Com o objetivo de investigar se o efeito antitumoral da inibição das quinases Aurora é 

específico para células transformadas por KRAS, sem afetar células não transformadas, nós 

usamos células pulmonares epiteliais primárias imortalizadas na ausência (denominadas 

células Saleb) ou na presença (denominadas células Sakras) da forma oncogênica G12V de 

KRAS (LUNDBERG, A.S. et al., 2002), que nós já havíamos demonstrado expressar as 

quinases Aurora diferencialmente em função de KRAS (Figura 4.8). Essas duas linhagens 

são, portanto, isogênicas, diferindo somente pela presença ou não de KRAS mutante. 

Inicialmente, nós investigamos quais eram os efeitos da inibição farmacológica de 

AURKA e AURKB sobre o crescimento de células Saleb e Sakras. A inibição das quinases 

Aurora A e Aurora B por meio do inibidor farmacológico AI II não promove nenhum efeito 

estatisticamente significativo sobre o crescimento de células Saleb. Células Sakras 



transformadas por KRAS G12V, apresentam um crescimento maior, em comparação à Saleb, 

porém o efeito de KRAS sobre o crescimento dessas células é anulado pelo tratamento com 

AI II, mostrado que as quinases Aurora A e Aurora B parecem desempenhar um papel 

importante no crescimento de células tumorais de modo dependente da presença de KRAS 

oncogênica. (Figura 4.25). 

 

 

Figura 4.25. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

primárias Saleb e Sakras reduz o crescimento celular de forma dependente da presença de 

KRAS oncogênica. (A) Curva de crescimento para células primárias imortalizadas Sakras 

(manipuladas geneticamente para expressar constitutivamente a forma oncogênica da KRAS) e Saleb 

(controle experimental que não expressa a forma oncogênica de KRAS) na presença do inibidor AI II 

ou na ausência do inibidor (DMSO).  O número de células, tempo de crescimento e concentrações do 

solvente (DMSO) e AI II estão indicados. (B) Análise estatística conforme o teste de Student-t para 

células tratadas com AI II em relação às mesmas células tratadas com solvente apenas (DMSO). As 

áreas assinaladas com () correspondem aos pontos da curva nos quais houve diferença 

estatisticamente significativa (p<0.05) entre os grupos correspondentes (DMSO contra AI II). 

 

 

 

 



 Quando nós avaliamos a viabilidade dessas mesmas células em função do tratamento 

com AI II, por meio de ensaios de formação de colônia em substrato sólido, nós observamos 

que a inibição farmacológica de AURKA e AURKB é capaz de reduzir o número de colônias 

formadas, de modo dependente da presença de KRAS oncogênica, não afetando células 

tumorais que possuem somente KRAS selvagem (Figura 4.26). 

 

 

Figura 4.26. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

primárias Saleb e Sakras reduz a capacidade de formar colônias de forma dependente da 

presença de KRAS oncogênica. (A) Ensaio de viabilidade por formação de colônia para células 

primárias imortalizadas geneticamente manipuladas para expressar a forma oncogênica da KRAS 

(Sakras) e seu par isogênico não transformado (Saleb). (B) Imagens representativas das condições 

estudadas. (*) Análise estatística com p<0,05, com base no teste t-student, para amostras comparadas 

aos respectivos controles não tratados. 
 

 

 A viabilidade dessas células também foi determinada por meio de ensaios de redução 

de MTT (Figura 4.27), onde nós pudemos observar que o tratamento com AI II é capaz de 

reduzir a viabilidade metabólica celular somente na presença de KRAS oncogênica (Sakras), 

não tendo efeitos estatisticamente significativos sobre a viabilidade de células tumorais sem 

mutações em KRAS (Saleb). 

 



  
 

Figura 4.27. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

primárias Saleb e Sakras reduz a viabilidade celular de forma dependente da presença de KRAS 

oncogênica. Células Saleb e Sakras foram tratadas por 72h com concentrações crescentes de AI II, ou 

DMSO como controle, seguido da realização de ensaio de viabilidade celular por redução de MTT. (*) 

Análise estatística com p<0,05, com base no teste t-student, para amostras comparadas aos respectivos 

controles não tratados. 

 

 

 Uma vez que células primárias transformadas pelo oncogene KRAS são altamente 

tumorigênicas, e a inibição genética ou farmacológica das quinases Aurora diminui a 

tumorigenicidade celular in vitro (Figuras 4.18 e 4.24), nós decidimos investigar se a redução 

da tumorigenicidade celular pela inibição das quinases Aurora A e B é dependente da 

presença da forma oncogênica de KRAS. Nós observamos que na ausência de KRAS mutante 

(células Saleb), as células primárias não são capazes de crescer em suspensão de agarose, não 

sendo, portanto consideradas transformadas. Entretanto, na presença da forma oncogênica de 

KRAS (células Sakras), as células primárias apresentam a capacidade de crescer em substrato 

semissólido e, mais importante, a inibição farmacológica de AURKA e AURKB reduz a 

capacidade das células Sakras de formarem colônias em suspensão de agarose (Figura 4.28). 

Estes resultados indicam que a inibição das quinases Aurora A e Aurora B reduz a 

tumorigenicidade celular in vitro de forma dependente de KRAS. 
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Figura 4.28. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

primárias Saleb e Sakras reduz a tumorigenicidade celular de forma dependente da presença de 

KRAS oncogênica. Células Saleb e Sakras foram cultivadas ao longo de 21 dias uma suspensão de 

agarose 0.3% mais suplementos, tratadas diariamente com AI II 1μM. Como controle, utilizamos 

DMSO 0.1%. (A) Imagens representativas para cada condição testada. (B) Quantificação das colônias 

formadas. (*) Análise estatística com p<0,05, com base no teste t-student, para amostras comparadas 

aos respectivos controles não tratados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.2.7. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B em 

linhagens tumorais manipuladas para expressar induzivelmente a forma 

oncogênica de KRAS promove uma redução do crescimento, viabilidade e 

diminui o crescimento independente de ancoragem dessas células de modo 

dependente da presença de KRAS oncogênica. 

 

Para que a inibição das quinases Aurora A e Aurora B possa ser uma abordagem 

relevante na terapia contra o câncer, é importante que os efeitos biológicos observados em 

decorrência da inibição farmacológica dessas quinases sejam específicos para (ou mais 

proeminentes em) células portadoras de mutações em KRAS. Nós já demonstramos que os 

efeitos antitumorais do inibidor AI II se mostraram específicos para células primárias 

modificadas geneticamente para expressar a forma oncogênica da KRAS, não tendo efeito 

sobre a linhagem primária isogênica Saleb (Figuras 4.25-4.28). Para corroborar estes 

resultados, nós realizamos uma série de ensaios biológicos em células H1703 tumorais que 

expressam KRAS oncogênica somente na presença de um efetor indutor (doxiciclina). O uso 

deste modelo, por se tratar de células originalmente derivadas de tumores pulmonares, visa 

avaliar se o tratamento com inibidor das quinases Aurora também seria específico para células 

tumorais “reais” portadoras da forma oncogênica da KRAS.  

Inicialmente, nós mostramos que a presença de KRAS oncogênica é necessária para a 

inibição do crescimento celular por AI II. Como pode ser visto na Figura 4.29, o tratamento 

com AI II de células H1703 G12V induzidas ou não a expressar a forma oncogênica de 

KRAS, mostra que, enquanto a inibição das quinases Aurora A e Aurora B não produz 

nenhum efeito sobre células que não apresentam indução de KRAS (H1703 G12V não 

tratadas com doxiciclina), a indução de KRAS oncogênica (H1703 G12V tratadas com 

doxiciclina) leva a um aumento do crescimento celular, que pode ser revertido pelo 



tratamento com AI II, mostrado que os efeitos da inibição das quinases Aurora A e Aurora B 

sobre o crescimento destas células acontecem de forma dependente da KRAS. Por outro lado, 

nenhum efeito sobre o crescimento celular foi observado após o tratamento com doxiciclina 

e/ou AI II de células H1703 T-RexB, que não apresentam indução de KRAS oncogênica 

mesmo na presença de doxiciclina. 

 

  

C 

 Tempo (dias)    

 0 2 4 6 8 10 12  — p indeterminado 

DMSO / AI II —        
 p<0.05 

DMSO+Dox / AI II+Dox —         p>0.05 

 

D  Tempo (dias)    

 0 2 4 6 8 10 12  — p indeterminado 

DMSO / AI II —        
 p<0.05 

DMSO+Dox / AI II+Dox —         p>0.05 
 

 

Figura 4.29. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

tumorais H1703 G12V e TrexB reduz o crescimento celular de forma dependente da presença de 

KRAS oncogênica. (A, B) Curva de crescimento para células H1703 G12V (A) ou H1703 T-RexB 

(B) induzidas ou não com doxiciclina (Dox) e tratadas ou não com Aurora inhibitor II (AI II). As 

concentrações usadas estão indicadas. Dimetilsulfóxido (DMSO) foi usado como controle de solvente 

do inibidor. (C, D) Análise estatística para cada ponto da curva de acordo com o teste Student-t, 

comparando-se cada condição tratada com AI II com o seu respectivo controle não marcado para 

células H1703 G12V (C) ou T-RexB (D). 
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Para avaliar se o inibidor AI II inibe a viabilidade celular de forma dependente da 

expressão da forma oncogência de KRAS, nós avaliamos o efeito do inibidor AI II sobre a 

viabilidade de células H1703 expressando ou não KRAS oncogênica, por meio da indução 

com doxiciclina.  

Quando células H1703 são induzidas com doxiciclina (e, portanto, expressam 

KRAS
G12V

), elas apresentam um aumento de quase 100% na eficiência de plaqueamento (Dox 

+ DMSO) (Figura 4.30B). Quando estas células são tratadas com AI II (Dox + AI II), nós 

observamos uma redução considerável na viabilidade celular, sendo a eficiência de 

plaqueamento reduzida para os níveis observados nas células não induzidas com doxiciclina 

(e que, portanto não expressam KRAS
G12V

).  

Entretanto, o efeito da inibição das quinases Aurora em células H1703 G12V que não 

expressam KRAS G12V (não induzidas com doxiciclina) não apresenta diferença 

estatisticamente significativa (compare DMSO e AI II). Como controle negativo, nós usamos 

a linhagem H1703 T-RexB que não expressa KRAS
G12V

 mesmo na presença de doxiciclina. 

Não foram observadas diferenças de viabilidade celular nesta linhagem em nenhuma das 

condições testadas (Figura 4.30A). 

Do mesmo modo, nós corroboramos os resultados observados por meio da 

demonstração de que a viabilidade metabólica, mensurada por meio de ensaios de redução de 

MTT, também é diminuída quando nós tratamos células que expressam KRAS oncogênica 

com inibidores das quinases Aurora A e Aurora B (Figura 4.31). 

 

 



  

   
DMSO 0,1%           AI II 1μM 

   
              Dox 2μg/mL           Dox 2μg/mL 

            + DMSO 0,1%        + AI II 1μM 

   
               DMSO 0,1%           AI II 1μM 

   
               Dox 2μg/mL          Dox 2μg/mL 

             + DMSO 0,1%       + AI II 1μM 

 
Figura 4.30. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

tumorais H1703 G12V e TrexB reduz a capacidade de formação de colônias de forma 

dependente da presença de KRAS oncogênica. Painel superior: Quantificação das colônias 

formadas no ensaio de formação de colônia para células H1703 T-RexB (A) ou H1703 G12V (B) 

tratadas ou não com doxiciclina (Dox) e tratadas ou não com 1μM de AI II. DMSO foi usado como 

controle de solvente do inibidor AI II. Painel inferior: Imagens representativas para cada condição 

testada. Análise estatística: *p<0,05, com base no teste t-student, para amostras comparadas ao 

controle não tratado com AI II.  
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Figura 4.31. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

tumorais H1703 G12V e TrexB reduz a viabilidade celular de forma dependente da presença de 

KRAS oncogênica. Células H1703 G12V e TrexB foram tratadas por 72h com concentrações 

crescentes de AI II (ou DMSO como controle) na presença ou ausência de doxiciclina (Dox), seguido 

da realização de ensaio de viabilidade celular por redução de MTT. Análise estatística: *p<0,05, com 

base no teste t-student, para amostras comparadas ao controle não tratado com AI II.  

 

 

 

Para saber se a redução da tumorigenicidade de células portadoras de mutações em 

KRAS em função da inibição farmacológica das quinases Aurora A e B é dependente da 

expressão de KRAS oncogênica, nós realizamos ensaios de formação de colônias em 

substratos semissólidos e mostramos que o tratamento com inibidor AI II reduz a formação de 

colônias em suspensão de agarose de modo dependente da presença de KRAS oncogênica, 

não tendo nenhum efeito sobre células que expressam somente KRAS selvagem (FGURA 

4.32). 
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Figura 4.32. A inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B nas linhagens 

tumorais H1703 G12V e TrexB reduz a tumorigenicidade in vitro de forma dependente da forma 

oncogênica da KRAS. Ensaio de crescimento em suspensão de agarose para células H1703 T-RexB 

(A) e H1703 G12V (B) tratadas ou não com doxiciclina e com AI II. DMSO foi usado como controle 

de solvente do inibidor. Painel superior: Quantificação das colônias observadas. Painel inferior: 

Imagens representativas de cada condição estudada. Análise estatística: *p<0,05, com base no teste t-

student, para amostras comparadas ao controle não tratado com AI II. 

 

 

 

Tomados juntos todos os resultados obtidos até agora, nós concluímos que as quinases 

Aurora A e Aurora B são efetores da via de sinalização e participam do processo oncogênico 

mediado por KRAS, e que sua inibição, tanto genética, quanto farmacológica, é capaz de 

modificar o fenótipo celular de células transformadas por KRAS, corroborando nossa hipótese 

de que AURKA e AURKB são potencial alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido 

pelo oncogene KRAS. 
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5. DISCUSSÃO 

 

As alterações genéticas mais frequentemente encontradas no câncer de pulmão são 

mutações pontuais no gene que codifica a GTPase KRAS4B. Essas alterações tornam essa 

enzima permanentemente ativada biologicamente, transmitindo sinais moleculares aos seus 

efetores, que culminam com uma maior proliferação e sobrevida celulares, além de resistência 

à morte celular.  Entretanto, todos os esforços feitos até hoje na tentativa de inibir diretamente 

a atividade aumentada de KRAS terapeuticamente falharam (FRIDAY, B. B. et al., 2005) e a 

inibição de efetores (inibição indireta) constitui um desafio tendo em vista que a KRAS regula 

diversas vias que contribuem para o fenótipo maligno. Uma terapia efetiva para neoplasias 

dependentes de KRAS irá provavelmente envolver inibição combinada de mais de um alvo. 

Neste sentido, ENGELMAN, J.A. et al., 2008 demonstraram, em um modelo animal, que a 

inibição combinada de dois efetores de RAS foram eficientes terapeuticamente. Apesar destes 

resultados preliminares promissores, faz-se necessária uma melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares utilizados por RAS na transformação maligna, para a identificação 

de alvos terapêuticos adicionais que possam contribuir para o desenvolvimento e teste de 

novas estratégias terapêuticas combinatórias.  

Potenciais novos alvos terapêuticos racionais na oncogenêse pulmonar mediada por 

RAS são as quinases mitóticas Aurora A e Aurora B. Conforme detalhado na introdução, 

estas quinases não só encontram-se superexpressas em diversas neoplasias humanas, onde 

contribuem para o fenótipo maligno (WANG, X. et al, 2006; ZHANG, D. et al, 2004; 

ZHOU, H. et al., 1998; BISCHOFF, J.R., 1998; LITTLEPAGE, L.E., 2002; ZHANG, D. 

et al, 2004; NORTON, L,; MASSAGUE, J., 2006; ZHOU, H. et al., 1998; SMITH, S.L. et 

al., 2005; VISCHIONI, B. et al., 2006 ; XU, H.T. et al., 2006; NIKONOVA, A.S. et al., 



2012)¸ como também são capazes de cooperar com RAS na transformação maligna 

FURUKAWA, T. et al., 2006; BOSSÙ, P. et al., 2000; KANDA, A. et al. 2005) e fosforilar 

componentes das vias efetoras de RAS, como o NF-κB (BRIASSOULI, P. et al., 2007), que 

é capaz de potencializar a transformação maligna pulmonar induzida por KRAS 

(BASSÈRES, D. S. et al., 2010), bem como a GTPase Ral A, um componente da via Ral 

GEF, fundamental para o processo oncogênico mediado por KRAS (LIM, K.H. et al., 2005). 

Entretanto, até o presente trabalho não se sabia se estas quinases atuavam na oncogênese de 

forma dependente ou independente de RAS. 

Para testar se as quinases Aurora A e Aurora B são alvos de KRAS na oncogênese 

pulmonar, nós investigamos em diferentes modelos de células pulmonares se a forma 

oncogênica da GTPase KRAS era capaz de regular a expressão das quinases Aurora A e 

Aurora B. Os nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que a forma oncogênica da 

KRAS é capaz de aumentar de forma causal a expressão de ambas as quinases Aurora. Além 

disso nós demonstramos que este aumento de expressão ocorre ao nível transcricional.  

Interessantemente, existem relatos de que os promotores dos genes AURKA e 

AURKB são regulados pelo fator de transcrição MYC (DEN HOLLANDER, J. et al., 2010). 

Isto é consistente com uma regulação transcricional por RAS, já que RAS, através das suas 

vias efetoras, induz a fosforilação e estabilização de MYC (BACHIREDDY, P. et al., 2005). 

Entretanto o mecanismo de regulação transcricional por RAS não foi investigado neste 

trabalho e nós não podemos descartar a possibilidade de que outros mecanismos 

(transcricionais e não transcricionais) possam estar envolvidos. De qualquer forma, nossos 

resultados confirmam a nossa hipótese de que as quinases Aurora A e Aurora B fazem parte 

das vias efetoras da forma oncogênica da KRAS na oncogênese pulmonar.  



Para investigar se as quinases Aurora A e Aurora B contribuem para o fenótipo 

maligno induzido por KRAS, nós realizamos, tanto ensaios de inibição da expressão dessas 

quinases por interferência de RNA, como ensaios farmacológicos com um inibidor dual destas 

quinases em células tumorais portadoras de KRAS oncogênica e observamos que a inibição 

farmacológica destas quinases é capaz de reduzir o crescimento, viabilidade e 

tumorigenicidade in vitro. Estes efeitos não podem ser atribuídos inequivocamente a AURKA 

ou AURKB, já que o knockdown de AURKA, bem como de AURKB, provocou também os 

mesmos efeitos biológicos descritos acima.  

Estes resultados não são surpreendentes tendo em vista que outros estudos em diversos 

modelos celulares já demonstraram que essas quinases são importantes para o crescimento, 

viabilidade e tumorigenicidade in vivo (TANAKA, H. et al., 2013; HARTSINK-SEGERS, 

S.A., et al., 2013; HE, W. et al., 2013; MA, Y.X. et al., 2013; KATSHA, A. et al., 2013; 

ZHOU, N. et al., 2013; LIU, Y. et al., 2013; PATEL, A.V. et al., 2012). Entretanto, nossos 

estudos mostram que essas quinases são importantes também para o fenótipo maligno de 

células pulmonares transformadas pelo oncogene KRAS e a análise simultânea destas 

quinases sugere que elas cooperem no desenvolvimento e/ou manutenção do fenótipo 

maligno. 

O mecanismo de perda de viabilidade e decréscimo no crescimento celular observados 

após a inibição das quinases Aurora A e Aurora B, embora não tenha sido demonstrado neste 

estudo, pode envolver tanto fatores que levam a uma diminuição da proliferação, como fatores 

que estimulam a morte celular. É possível também que os dois processos atuem 

simultaneamente e até que estejam mecanisticamente interligados. De fato, as quinases 

Aurora são fundamentais para divisão celular, onde controlam diversos eventos relacionados à 

mitose (GOTO, H. et al., 2002; HAUF, S. et al., 2003; CLARKE, P. R. et al., 2001; 

BAYLISS, R. et al., 2003; HSU, J. Y. et al., 2000; GOTO, H. et al., 2002; ZEITLIN, S. G. 



et al., 2001; LARA-GONZALEZ, P. et al., 2012) e a inibição de sua expressão por RNA de 

interferência promove um acúmulo de células em fase G2, que não podem progredir no ciclo 

celular e acabam entrando em apoptose (DU, J. et al., 2004; HE, W. et al., 2013; ZHOU, N. 

et al., 2013; GORGUN, et al., 2010).  

Mais importante do que a diminuição do crescimento e viabilidade celulares, a 

inibição da expressão ou atividade destas quinases diminui a capacidade de crescimento na 

ausência de substrato, que constitui um ensaio clássico de tumorigenicidade celular in vitro, 

uma vez que células epiteliais não transformadas não tem capacidade de formar colônias neste 

ensaio. Este ensaio de avaliação de tumorigenicidade in vitro é também o que produz 

resultados que melhor se correlacionam com a oncogenicidade observada in vivo. Um estudo 

recente em diferentes modelos celulares já demonstrou que a inibição destas quinases reduz a 

tumorigenicidade celular in vitro e in vivo (BALDINI, E. et al., 2011) e um possível 

mecanismo que pode explicar esta redução no caso da quinase AURKA é a inibição da 

fosforilação de LIMK2, um substrato de AURKA fundamental para a tumorigenicidade in 

vivo mediada por AURKA (JOHNSON, E.O. et al., 2012). Outra possibilidade é que a perda 

de expressão de AURKA pode levar a uma redução da farnesilação de KRAS, reduzindo sua 

atividade oncogênica (YANG, G. et al., 2013). No caso da Aurora B, a perda da 

tumorigenicidade pode ser explicada pelo fato de que a inibição da AURKB impede a 

fosforilação e ativação de CDCA8, um dos elementos constituintes do chromosome passenger 

complex, juntamente com AURKB (SAMPATH, S.C. et al., 2004), e que desempenha  um 

importante papel no crescimento, tumorigenicidade e sobrevida de células tumorais 

(HAYAMA, S. et al., 2007). Outra possível explicação para os efeitos observados é a de que 

AURKA e AURKB são importantes para a manutenção de tumores in vivo mediados por 

MYC (DEN HOLLANDER, J. et al., 2010) e que RAS induz a fosforilação e estabilização 

de MYC (BACHIREDDY, P. et al., 2005).  



Apesar dos efeitos biológicos supramencionados, para que seja possível validar as 

quinases Aurora como alvos terapêuticos relevantes na oncogênese pulmonar mediada por 

KRAS, é importante demonstrar que a inibição farmacológica das mesmas afeta 

preferencialmente células transformadas por KRAS, sem afetar células não transformadas ou 

células transformadas por outros mecanismos moleculares.  

Para avaliar a especificidade dos efeitos biológicos observados, nós realizamos ensaios 

farmacológicos com o inibidor AI II em dois pares de linhagens isogênicas que diferem 

apenas pela presença ou ausência da forma oncogênica da KRAS: as linhagens primárias 

Saleb e Sakras e as linhagens tumorais H1703 T-RexB e H1703 G12V. Nossos resultados 

mostraram, pela primeira vez, que a inibição farmacológica de AURKA e AURKB é capaz de 

reduzir o crescimento, viabilidade e tumorigenicidade in vitro de forma dependente da 

presença de KRAS oncogênica, não tendo efeitos pronunciáveis sobre células que expressam 

somente KRAS selvagem endógena.  

Estes resultados são condizentes com um modelo no qual as vias efetoras de KRAS 

levam uma ativação exacerbada de AURKA e AURKB, tornando as células portadoras de 

KRAS oncogênica muito mais sensíveis à inibição das quinases Aurora do que células sem 

mutações em KRAS. Estes resultados são importantes, não só porque eles identificam uma 

potencial vulnerabilidade específica de células tumorais portadoras de mutações em KRAS, 

mas também porque eles fornecem informações importantes para o desenvolvimento de 

terapias alvo-dirigidas para o câncer de pulmão induzido por KRAS. 

Entretanto, outros estudos ainda são necessários para a caracterização das quinases 

Aurora A e Aurora B como potenciais alvos terapêuticos para o câncer de pulmão induzido 

por KRAS. Dentre eles, o estudo do mecanismo de perda de viabilidade celular (que pode ser 



devido a uma menor proliferação ou maior morte celular), e a investigação dos efeitos da 

inibição de AURKA e AURKB sobre a migração, invasão e tumorigenicidade in vivo. 

Um potencial problema na utilização das quinases Aurora como alvos terapêuticos é 

que estudos recentes têm demonstrado que o knockdown de AURKA e AURKB resulta em 

poliploidia (GIET, R. et al., 2001; CHAN, F. et al., 2007; CHEFETZ, I. et al., 2011; 

MANFREDI, M.G. et al., 2007; MANFREDI, M.G. et al., 2011) e que a poliploidia induz 

instabilidade genética (STORCHOVA, Z. et al., 2004; STORCHOVA, Z. et al., 2008; 

DITCHFIELD, C. et al., 2003). Por outro lado, a atividade exacerbada destas quinases 

também está associada à instabilidade genética, podendo contribuir para o estabelecimento do 

fenótipo maligno (YANG, G. et al., 2013; ARAKI, K. et al., 2004; TATSUKA, M. et al., 

1998; MERALDI, P. et al., 2002). Embora nós não tenhamos aqui estudado os efeitos da 

inibição de AURKA e AURKB sobre a estabilidade genética de células portadoras de KRAS 

oncogênica, essa abordagem é importante para a caracterização das quinases Aurora como 

alvos terapêuticos na clínica. 

Apesar deste potencial problema, inibidores farmacológicos das quinases Aurora têm 

sido desenvolvidos e muitos deles encontram-se já nas fases I e II da pesquisa clínica. A 

toxicidade desses inibidores, entretanto, é um desafio, uma vez que a maioria dos pacientes 

testados desenvolve neutropenia e alterações gastrointestinais, em decorrência da inibição das 

quinases Aurora em células normais, sobretudo em tecidos que se renovam rapidamente, 

como o epitélio gastrointestinal e o tecido hematopoiético (COHEN, R.B. et al., 2009). 

Entretanto, até o momento não existem indícios de que muitos destes inibidores possam levar 

a instabilidade genética, sendo que alguns já estão em fase II da pesquisa clínica e a segurança 

e toxicidade são avaliadas na fase I. 



Além disso, alguns destes inibidores têm demonstrado, em ensaios clínicos, eficácia 

no tratamento de tumores sólidos que apresentam uma alta proporção de células em mitose e, 

portanto, proliferam rapidamente. De fato, as melhores respostas ao uso de inibidores das 

quinases Aurora têm sido observadas em NSCLC, que estão associados com rápido turnover 

celular (ARKENAU, H.T. et al., 2012; COHEN, R.B. et al., 2009). Portanto, até o presente 

momento a inibição farmacológica das quinases Aurora constitui uma abordagem terapêutica 

potencial, que pode vir a beneficiar pacientes portadores de tumores induzidos por KRAS. 

A necessidade da inibição dual das quinases Aurora A e Aurora B é outra questão que 

precisa ser mais bem estudada, uma vez que alguns estudos mostram que não existem 

vantagens em se inibir ambas as quinases Aurora A e Aurora B e que a inibição específica da 

quinase Aurora A parece ser mais vantajosa, uma vez que induz mais rapidamente a parada do 

ciclo celular em G2/M, levando, assim, à morte celular por apoptose (WARNER, S.L. et al., 

2006). Outros estudos, porém, mostram que certos tipos de tumores são mais sensíveis à 

inibição da quinase Aurora B (GAUTSCHI, O. et al., 2008). Por esse motivo, talvez a 

inibição seletiva de AURKA ou AURKB seja uma estratégia mais adequada para o tratamento 

de tumores. 

Em conclusão, nossos resultados fornecem forte evidência de que as quinases Aurora 

A e Aurora B são efetores da via de sinalização de KRAS, importantes para a oncogênese 

mediada por mutações nesta GTPase, e que a inibição de AURKA e AURKB é uma estratégia 

terapêutica potencialmente relevante no câncer de pulmão induzido por KRAS. 

 

 

 



6. CONCLUSÕES 

 

Sumarizando todos os resultados obtidos neste trabalho, nós observamos que: 

 

a) a presença de KRAS oncogênica em células primárias imortalizadas derivadas de 

epitélio pulmonar (Sakras) está correlacionada com uma maior expressão das quinases Aurora 

A e Aurora B. 

b) a expressão induzível da KRAS oncogênica em linhagens tumorais pulmonares 

(H1703 G12V) leva a uma maior expressão das quinases Aurora A e Aurora B. 

c) a inibição da expressão de KRAS em células tumorais (A549 e H358) está 

correlacionada com uma menor expressão de Aurora A e Aurora B. 

d) a inibição genética das quinases Aurora A e Aurora B em células portadoras de 

KRAS oncogênica (A549 e H358) promove uma redução do crescimento, viabilidade e 

diminui a capacidade de crescimento independente de ancoragem. 

e) a inibição farmacológica das quinases Aurora A e Aurora B em linhagens tumorais 

portadoras de KRAS oncogênica (A549 e H358) reduz o crescimento, viabilidade e diminui a 

capacidade de crescimento independente de ancoragem. 

f) a inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B em células 

primárias imortalizadas manipuladas para expressar constitutivamente a forma oncogênica de 

KRAS (Sakras) promove uma redução do crescimento, viabilidade e diminui a capacidade de 

crescimento independente de ancoragem de modo dependente da presença de KRAS 

oncogênica. 



g) a inibição farmacológica dual das quinases Aurora A e Aurora B em linhagens 

tumorais manipuladas para expressar induzivelmente a forma oncogênica de KRAS (H1703 

G12V) promove uma redução do crescimento, viabilidade e diminui as propriedades 

tumorigênicas dessas células de modo dependente da presença de KRAS oncogênica.  
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