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RESUMO 

Scalabrini, L. C. Explorando a Quinase Aurora A como Alvo Terapêutico em Células Iniciadoras 

de Tumor Pulmonares Induzidas por KRAS. 2022. 133p. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-

graduação em Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

O câncer de pulmão é o câncer que mais mata no mundo todo, e um dos fenótipos mais importantes da 

oncogênese é a aquisição e conservação de um fenótipo tronco tumoral pelas células iniciadoras de 

tumor (CITs), que são definidas como células tumorais autorrenováveis capazes de iniciar a formação 

de tumores, sustentar o crescimento tumoral, conferir quimio e radiorresistência e são responsáveis 

pela disseminação tumoral. A aquisição do fenótipo tronco tumoral e metastático em células tumorais 

pulmonares é promovida pela ativação do oncogene KRAS, sendo que mutações ativadoras em KRAS 

são prevalentes no câncer de pulmão. No entanto, KRAS é um alvo terapêutico pouco drogável e as 

terapias direcionadas à KRAS oncogênica ainda são escassas e específicas para a mutação G12C. 

Portanto, a identificação de alvos de KRAS envolvidos em promover o fenótipo maligno é necessária. 

A quinase Aurora A (AURKA) promove a oncogenicidade e tumorigenicidade das células 

transformadas por KRAS e também tem sido implicada na aquisição do fenótipo tronco tumoral e 

metastático. Portanto, nosso objetivo foi avaliar como AURKA afeta o fenótipo tronco tumoral e 

metastático de CITs pulmonares portadoras de KRAS oncogênica. Para isso, utilizamos células 

tumorais pulmonares H1703 com indução (H1703 G12V) ou não (H1703 TrexB) da expressão de 

KRAS oncogênica e células de câncer de pulmão H358 e A549 portadoras de mutação oncogênica em 

KRAS. Para avaliar o fenótipo tronco tumoral, realizamos ensaios de formação tumoresferas que 

permitem o crescimento seletivo de CITs in vitro e observamos que no modelo induzível a inibição de 

AURKA reduz a capacidade de formação de tumoresferas de maneira KRAS-dependente e nas 

linhagens A549 e H358 a inibição de AURKA reduz a capacidade de autorrenovação das tumoresferas. 

Para purificar uma população altamente enriquecida para CITs, nós avaliamos marcadores de 

superfície de células tronco nessas linhagens, mas não identificamos marcadores que apresentassem 

uma correlação com o fenótipo tronco tumoral. Como alternativa geramos células H358 e A549 com 

expressão estável da construção repórter para células tronco tumorais SORE6-GFP, aonde a expressão 

de GFP é regulada por 6 cópias do elemento de resposta aos fatores de transcrição de célula tronco 

SOX2 e Oct4 (SORE6). Observamos uma maior proporção de células SORE6-GFP positivas na 

linhagem H358, indicando que essa linhagem apresenta maior fenótipo tronco tumoral. Células 

oriundas de tumoresferas enriquecidas para CITs destas linhagens apresentaram maior fenótipo 

migratório e invasivo, sendo que a inibição de AURKA reduziu a capacidade de migração e invasão 

tanto das células parentais quanto das populações enriquecidas em CITs. Além disso, a inibição de 

AURKA na linhagem H358 reduziu a expressão dos fatores pró-angiogêncios IL-8 e VEFG e a 

capacidade de células endoteliais HUVEC de formarem tubos angiogênicos. A inibição de AURKA 

na linhagem H358 também reduziu a capacidade migratória das células HUVEC de forma dependente 

de IL-8 e VEGF. Nossos resultados sugerem que a terapia de inibição de AURKA pode reduzir o 

fenótipo tronco tumoral e metastático de CITs pulmonares portadoras de KRAS oncogênica e, 

portanto, pode ser uma estratégia terapêutica atraente para reduzir a recorrência e a metástase no câncer 

de pulmão induzido por KRAS. 

Palavras-chave: câncer de pulmão; KRAS; células iniciadoras de tumor (CITs); quinase Aurora A 

(AURKA)



 

 

 

 

ABSTRACT 

Scalabrini, L. C. Exploring Aurora A Kinase as a Therapeutic Target in KRAS-Induced Lung 

Tumor Initiating Cells. 2022. 133p. PhD Thesis – Graduate Program in Biochemistry. Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Lung cancer is the the leading cause of cancer deaths worldwide, and one of the most important 

phenotypes of oncogenesis is the acquisition and maintenance of a cancer stem-like phenotype by 

tumor initiating cells (TICs), which are defined as self-renewing tumor cells capable of initiating 

tumor formation, sustaining tumor growth, promoting chemo and radioresistance, and are 

responsible for tumor spread. The acquisition of a cancer stem-like and metastatic phenotype by 

lung cancer cells is induced by activation of the KRAS oncogene, and KRAS activating mutations 

are prevalent in lung cancer. However, KRAS is a poorly druggable therapeutic target and KRAS-

targeted therapies are scarce and sofar specific for the G12C mutation. Therefore, the identification 

of KRAS targets involved in promoting the malignant phenotype is warranted. Aurora A kinase 

(AURKA) promotes oncogenicity and tumorigenicity of KRAS-transformed cells. Furthermore, 

AURKA has also been implicated in the acquisition of cancer stem-like and metastatic phenotype. 

Therefore, our goal was to evaluate how AURKA affects the cancer stem-like and metastatic 

phenotype of pulmonary TICs harboring oncogenic KRAS. For that purpose, we utilized KRAS-

inducible H1703 lung tumor cells with (H1703 G12V) or without (H1703 TrexB) induction of 

oncogenic KRAS and we also used KRAS-mutant H358 and A549 lung cancer cells. To evaluate 

the cancer stem-like phenotype, we performed tumorsphere formation assays, that allow for the 

selective growth of TICs in vitro, and observed that AURKA inhibition in the KRAS-induclible cell 

model reduces tumorsphere formation in a KRAS-dependent manner and AURKA inhibition in 

A549 and H358 cells reduces tumorsphere selfrenewal. To purify a population highly enriched for 

TICs, we analyzed stem cell surface markers in these cell lines, but we were unable to identify 

surface markers that correlated with the stem-like phenotype. As an alternative, we generated H358 

and A549 cells stably expressing the SORE6-GFP stem cell reporter construct, where GFP 

expression is regulated by 6 copies of the stem cell transcription factors SOX2 and Oct4 response 

element (SORE6). We observed a higher percentage of SORE6-GFP positive cells in the H358 cell 

line, indicating that this cell line has a more pronounced stem-like phenotype. Tumorsphere-derived 

H358 and A549 cells enriched for TICs displayed enhanced migratory and invasive phenotype, and 

AURKA inhibition reduced migration and invasion of both parental and TIC-enriched cell 

populations. Furthermore, AURKA inhibition in H358 cells reduced expression of pro-angiogenic 

factors IL-8 and VEFG and the ability of HUVEC endothelial cells to form angiogenic tubes. 

AURKA inhibition in H358 cells also reduced HUVEC migration in an IL-8- and VEGF-dependent 

manner. Our results suggest that AURKA-inhibition therapy can reduce the stem-like and metastatic 

phenotype of lung TICs harboring oncogenic KRAS and, therefore, may represent a promising 

therapeutic strategy to reduce recurrence and metastasis in KRAS-induced lung cancer. 

Keywords: lung cancer; KRAS; tumor initiating cells (CICs); Aurora A kinase (AURKA)  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer de pulmão 

O câncer é uma doença que atinge quase 20 milhões de pessoas em todo mundo (WHO 

2021). O câncer de pulmão é atualmente o terceiro tipo de câncer com maior incidência entre 

homens e mulheres no mundo, ficando atrás somente do câncer de mama em mulheres e próstata 

em homens (Figura 1). Entretanto, o câncer pulmonar é o tipo de câncer que mais mata no 

mundo. Estima-se que cerca de 2 milhões de novos casos de câncer de pulmão e 1,8 milhões de 

mortes tenham ocorrido em 2020 em decorrência do câncer de pulmão. No Brasil, o câncer de 

pulmão é o terceiro tipo mais frequente entre os homens e o quarto tipo entre as mulheres, sendo 

responsável por 13,8% das mortes por câncer entre os homens e 11,4% entre as mulheres (INCA 

2021b).  

 

Figura 1 - Incidência e mortalidade de diferentes tipos de câncer no mundo. Figura adaptada da 

International Agency for Research on Cancer, World Health Organization (WHO 2021). 
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A taxa de sobrevida em 5 anos de pacientes com câncer de pulmão é de 

aproximadamente 25%, variando entre tumores localizados, quando não há sinal de que o 

câncer se espalhou para fora do pulmão, regionais, quando o câncer se espalhou para fora do 

pulmão para estruturas próximas ou linfonodos, e distantes, quando o câncer se espalhou para 

partes distantes do corpo. A taxa de sobrevivência em 5 anos é relativamente alta para tumores 

localizados (63%), e baixa para tumores metastáticos (7%) (American Cancer Society 2021). 

A alta taxa de mortalidade do câncer de pulmão se deve principalmente ao aparecimento 

tardio dos sintomas. Como os pulmões são órgãos internos, não podem ser examinados 

externamente, como é o caso do câncer de mama, e os sintomas ocorrem apenas quando o 

câncer já está em estágio avançado, o que torna extremamente difícil a detecção precoce do 

câncer de pulmão. Uma vez que a doença se espalha, o tratamento torna-se extremamente difícil 

(Detterbeck et al. 2017). 

O uso de tabaco é um dos principais fatores que levam ao desenvolvimento de câncer 

de pulmão. Aproximadamente 85% dos cânceres de pulmão são causados pelo uso de tabaco. 

Indivíduos fumantes tem um risco 9 a 10 vezes maior de câncer de pulmão do que não fumantes. 

Embora o tabagismo tenha sido associado ao câncer de pulmão, o tabagismo passivo, também 

chamado de tabagismo involuntário, foi associado ao maior risco de câncer de pulmão em 

indivíduos não fumantes expostos (Schwartz and Cote 2016). Em comparação com o 

tabagismo, a proporção de cânceres de pulmão associados a outros fatores, como infecção viral, 

exposição ocupacional a carcinógenos, dieta e obesidade, poluição do ar ambiental, história 

familiar de câncer de pulmão e carcinogênese induzida por estrogênio, é relativamente baixa. 

Entretanto, esses fatores desempenham um papel cada vez mais importante no desenvolvimento 

desta doença (Akhtar and Bansal 2017). 
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Diversas campanhas foram criadas em todo o mundo para conscientização sobre os 

riscos do tabagismo. Em 1986, no Brasil, foi criado o Dia Nacional de Combate ao Fumo, e no 

ano seguinte, a Organização Mundial da Saúde (OMS) criou em 1987 o Dia Mundial sem 

Tabaco. Como resultados dessas, e de outras campanhas, observou-se uma queda de 15,7 para 

9,5% na prevalência de fumantes de 2006 para 2020 (INCA 2021a). No entanto, nesse mesmo 

período, a taxa de mortalidade aumentou de 9,98% para 13,47%, indicando que a causa de 

câncer de pulmão por outros fatores, que não o tabaco, tem crescido cada vez mais (INCA). 

O câncer de pulmão pode ser classificado em dois tipos: câncer de pulmão de células 

pequenas (SCLC – small cell lung cancer) e câncer de pulmão de células não pequenas (NSCLC 

– non-small cell lung cancer). De maneira geral, o SCLC compreende aproximadamente 15% 

de todos os cânceres de pulmão e cerca de 95% dos pacientes possui histórico de exposição ao 

tabaco (Bernhardt and Jalal 2016). 

O tipo NSCLC compreende aproximadamente 85% dos pacientes com câncer de pulmão 

e pode ser subdividido em adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de 

células grandes. Dentre os 3 subtipos, o adenocarcinoma representa cerca de 40% dos casos de 

câncer de pulmão, e o carcinoma de células grandes é o menos frequente, representando cerca 

de 15% dos casos (Ruiz-Cordero and Devine 2020). É possível observar que os não fumantes 

e as mulheres são os mais afetados com o adenocarcinoma pulmonar, enquanto nos fumantes, 

o carcinoma de células escamosas é o mais frequente (Akhtar and Bansal 2017).  

Entretanto, a classificação molecular do câncer de pulmão sugere que o mesmo é 

constituído por doenças heterogêneas do ponto de vista molecular, que não podem mais ser 

agrupadas de forma ampla. É necessário não apenas diferenciar entre os subtipos 

morfoloógicos, mas realizar um conjunto de testes moleculares para a escolha da terapia mais 

adequada para cada paciente e tumor (Ruiz-Cordero and Devine 2020). 
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As principais alterações moleculares observadas nos casos de câncer de pulmão NSCLC 

ocorrem nos genes EGFR e KRAS, entre outros (Figura 2). O EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) é um receptor da membrana plasmática envolvido na proliferação celular e 

no crescimento, e é superexpresso em aproximadamente 10% dos casos de NSCLC, ocorrendo 

mais frequentemente em mulheres não-fumantes (Rodriguez-Canales et al. 2016). Essas 

mutações aumentam a atividade da quinase do EGFR, levando à hiperativação das vias de 

sinalização de sobrevida celular (Rodriguez-Canales et al. 2016). 

 

Figura 2 - Representação da frequência relativa dos principais alvos moleculares em NSCLC. 

Figura adaptada de (Rodriguez-Canales et al. 2016). 

 

KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) é uma GTPase envolvida na 

sinalização de vias de proliferação e diferenciação celular (Rodriguez-Canales et al. 2016; Ruiz-

Cordero and Devine 2020) e mutações oncogênicas em KRAS são detectadas em 

aproximadamente 25% a 36% dos pacientes com NSCLC, sendo mais comuns em fumantes 

(30-43%) e rara em não-fumantes (0-7%) (Subramanian and Govindan 2013).  

O câncer de pulmão é caracterizado por uma heterogeneidade de células tumorais que 

exibem diferentes fenótipos celulares como resultado de sua sinalização celular distinta. Entre 

essas diferentes subpopulações tumorais, existe uma pequena população que possui 
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características de células-tronco, incluindo a capacidade de autorrenovação e diferenciação 

celular, contribuindo para o aumento da tumorigenicidade, capacidade de migração e invasão, 

e resistência quimioterápica (Maiuthed et al. 2018).  

 

1.2 Células iniciadoras de tumor (CITs) 

A tumorigênese é um processo proveniente de alterações genéticas e epigenéticas que 

conduzem a transformação progressiva de células normais em células altamente malignas 

(Hanahan and Weinberg 2000). Uma característica importante na oncogênese é a aquisição de 

um fenótipo tronco tumoral pelas células iniciadoras de tumor (CITs). Essas células com 

fenótipo tronco tumoral foram inicialmente chamadas de "células iniciadoras do câncer", pois 

acreditava-se que o câncer se iniciava a partir delas. Agora se tornaram o foco principal da 

biologia celular do câncer, não só por sua característica iniciadora de tumor, bem como para 

manutenção tumoral e resistência a terapias antitumorais (Maiuthed et al. 2018). 

Existem dois modelos principais, que não são mutuamente exclusivos, para descrever a 

organização heterogênea dos tumores, o modelo estocástico e o modelo hierárquico (Figura 3). 

O modelo estocástico é baseado na evolução clonal, o qual considera que o acúmulo de 

mutações genéticas resulta em uma população dominante do tumor com probabilidade igual de 

iniciar, manter e promover o crescimento do tumor (Figura 3A). Neste modelo, a tumorigênese 

ocorre a partir de células somáticas diferenciadas normais que aleatoriamente adquirem 

mutações oncogênicas resultando em no crescimento e proliferação tumoral (Reya et al. 2001; 

Visvader and Lindeman 2012; Melzer et al. 2017). 

Já o modelo hierárquico sugere que o tumor se inicia a partir de uma célula que adquire 

um fenótipo tronco através de mutações genéticas e/ou alterações epigenéticas, originando uma 
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célula tronco tumoral, ou célula iniciadora de tumor (CIT) (Figura 3B). Essa teoria sugere que 

as CITs representam uma pequena população de células tumorais, não-diferenciadas, pouco 

proliferativas, com potencial de autorrenovação, que se encontram no topo da organização 

celular tumoral hierárquica, comprometidas com a expansão e diferenciação de células tumorais 

maduras altamente proliferativas, porém não tumorigênicas, ou seja, que não têm capacidade 

de iniciar um novo tumor (Reya et al. 2001; Quail et al. 2012; Visvader and Lindeman 2012; 

Melzer et al. 2017). 

 

Figura 3 – Modelos de organização heterogênea dos tumores. (A) O modelo de evolução clonal 

supõe que uma célula normal sofre uma série de mutações para formar uma célula tumoral que se 

expande e forma a maior parte do tumor. (B) O modelo hierárquico de células iniciadoras de tumor 

(CITs) propõe que a formação tumoral se origina das CITs que são pluripotentes, autorrenováveis e 

altamente tumorigênicas, que se dividem assimetricamente para formar novas CITs e a células tumorais 

diferenciadas não-tumorigênicas. Adaptado de (Bradshaw et al. 2016). 

 

A heterogeneidade tumoral tem se mostrado um importante fator para a recorrência e 

disseminação das células tumorais. O desenvolvimento da diversidade celular dentro de um 

tumor tem sido amplamente atribuído a esses dois modelos. No modelo hierárquico, as CITs 

podem se diferenciar em populações menos autorrenováveis de não-CITs que formam a maior 

parte do tumor (Cabrera et al. 2015). No entanto, mais recentemente, o conceito de que não-

CITs também podem se converter em CITs vem sendo amplamente discutido (Chaffer et al. 
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2011; Gupta et al. 2019; Huang et al. 2020). Assim, o fenótipo tronco-tumoral pode ser 

estabelecido como um estado celular que pode ser reversivelmente “ativado” ou “desativado”, 

ou seja, a plasticidade celular pode permitir a interconversão recíproca entre CITs e não-CITs. 

Portanto, o modelo de plasticidade traz mais complexidade à maneira como as populações de 

células heterogêneas podem surgir dentro de um tumor (Thankamony et al. 2020). 

Dessa forma, as CITs são definidas como uma pequena população de células tumorais 

autorrenováveis capazes de iniciar a formação de tumores e sustentar o crescimento tumoral 

heterogêneo (Reya et al. 2001). As células-tronco tumorais compartilham semelhanças 

genéticas e funcionais com as células-tronco normais, como a capacidade de autorrenovação e 

diferenciação em tipos de células de várias linhagens. As primeiras evidências de que as células 

tumorais compartilhavam características de células tronco foram observadas em cânceres do 

sistema hematopoiético, devido a sua capacidade de geração e regeneração dos sistemas 

hematopoiético e imunológico. Células hematopoiéticas expressam o antígeno CD34 em sua 

superfície e a expressão desse marcador está associada a reconstituição de longo e curto prazo 

da hematopoiese. Descobriu-se então que uma subpopulação de células de leucemia mieloide 

aguda CD34+ tinham potencial de reiniciar a leucemia in vivo (Reya et al. 2001). 

Desde então, diversos marcadores de superfície de células tronco foram identificados 

em subpopulações de células de tumores sólidos que apresentam um fenótipo mais agressivo. 

O CD133 é uma proteína transmembrana glicosilada encontrada na superfície de células tronco 

normais e é um dos marcadores de superfície mais utilizados para purificação e caracterização 

de células tronco tumorais. Células tronco embrionárias perdem a expressão de CD133 durante 

a diferenciação celular (Sundberg et al. 2009). Ainda, células tumorais positivas para CD133 

(CD133+) possuem maior potencial tumorigênico quando comparado a células que não 

expressam CD133 (CD133-) em tumores sólidos (Grosse-Gehling et al. 2013).   
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Outros dois marcadores de superfície amplamente utilizados para identificação de 

células tronco tumorais é a combinação do CD24 e do CD44. O CD44 é um receptor de ácido 

hialurônico e atua nos processos de migração, invasão e adesão de células tumorais através da 

interação com ácido hialurônico presente na matriz extracelular (Kim and Kumar 2014). Já o 

CD24 é um antígeno expresso em diversos tipos de tumores a perda de sua expressão está 

associada ao ganho do fenótipo tronco tumoral (Shi et al. 2010). A subpopulação de células 

tumorais de mama CD44+/CD24-/low apresenta um fenótipo mais agressivo e está associada à 

ocorrência de metástases e quimiorresistência e ao aumento do fenótipo tronco tumoral (Abdoli 

Shadbad et al. 2021). 

A evidência da plasticidade das células tronco tumorais é observada pela regulação 

dinâmica da expressão desses marcadores. Em câncer de mama, células mesenquimais 

caracterizadas como CD24-CD44+ são principalmente quiescentes e localizadas na frente 

invasiva do tumor, enquanto as células do tipo epitelial expressam ALDH, um aldeído 

desidrogenase, são proliferativas e estão localizadas mais centralmente. Células isoladas CD24-

CD44+ e ALDH+ geraram populações heterogêneas recapitulando a proporção de CITs CD24-

CD44+ e ALDH+ presentes na linhagem celular original (Liu et al. 2014). 

Também são encontrados em células tronco tumorais os fatores de transcrição SOX2 

(SRY-box transcription factor 2), Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4) e Nanog, que 

são essenciais para o desenvolvimento embrionário e também para manutenção do fenótipo 

tronco em células tronco normais adultas. O Nanog é uma homeoproteína que mantém a 

capacidade de autorrenovação em células embrionárias através da regulação de diversas vias 

envolvidas na pluripotência, como a via de Dnmt1, uma DNA metiltransferase que reprime a 

expressão de genes associados à diferenciação celular. Essa regulação positiva ocorre pela 

ligação de Nanog e Oct4 ao promotor de Dnmt1 em células humana embrionárias (Tsai et al. 

2012). O MYC é um fator de transcrição que, mediado por Nanog e SOX2, atua diretamente na 
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autorrenovação de células tronco tumorais e normais pela da regulação da bomba de efluxo 

ABCG2 (ATP Binding Cassette Subfamily G Member 2) e do fator indizível por hipóxia HIF-

2α (hypoxia-inducible transcription factor-2α) (Das et al. 2019).  

O SOX2 também está envolvido na resistência à apoptose. Em células tumorais 

pulmonares, observou-se que o silenciamento de SOX2 induz a expressão do marcador de 

autofagia LC3-II e dos marcadores apoptóticos PARP e caspase-3 clivados (Chou et al. 2013b). 

Em outro estudo, também realizado com células tumorais pulmonares, observou-se que a 

expressão do supressor tumoral p53 e de proteínas pró-apoptóticas, como Bax, Bad e citocromo 

c, aumentou após o silenciamento de SOX2, enquanto o nível de expressão das proteínas anti-

apoptóticas XIAP e Survivina diminuiu (Chen et al. 2014). 

Adicionalmente, as CITs possuem características tronco que conferem a essas células a 

capacidade formar tumores com um menor número de células, propriedade essencial para a 

ocorrência de recidiva em tumores. Mather et al (2013) mostraram que as CITs isoladas de 

pacientes com carcinoma pulmonar são capazes de recriar a morfologia original do carcinoma 

quando inoculadas em camundongos imunodeficientes a partir de clones de células únicas 

(Mather et al. 2013). Em células de câncer de pele, uma subpopulação selecionada a partir da 

expressão positiva de SOX2 mostrou uma capacidade muito maior de formar tumores 

xenográficos em camundongos imunodeficientes com diferentes diluições de células, de 10 a 

10.000 células. Somente a subpopulação de células tronco tumorais SOX2+ foi capaz de formar 

tumor xenográfico com 10 células. Ainda, enquanto em quase 100% dos camundongos que 

foram inoculados com 10.000 células purificadas com fenótipo tronco tumoral observou-se 

formação e crescimento tumoral, em camundongos inoculados com a subpopulação não-tronco, 

a formação de tumores foi observada em menos de 1/4 dos camundongos (Boumahdi et al. 

2014). 
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As terapias convencionais têm como alvo a inibição do crescimento e aumento da morte 

celular, restringindo a disseminação do câncer. Entretanto, as CITs são células pouco 

proliferativas, podendo permanecer quiescentes por longos períodos. A quiescência é um dos 

mecanismos das CITs envolvido na sobrevivência celular. Uma vez que as principais terapias 

antitumorais são baseadas na ação antiproliferativa, essas terapias induzem a dormência de 

CITs que, na maioria dos casos, são as principais responsáveis pela recidiva da doença, muitas 

vezes mais agressivas (Baudino 2015; Leon et al. 2016). De fato, existem evidências de que 

terapias convencionais, ao mesmo tempo em que reduzem drasticamente o crescimento e o 

número de células tumorais, também podem induzir o enriquecimento de células com fenótipo 

tronco tumoral. Arasada et al (2014) mostraram que a inibição de EGFR com erlotinibe em 

linhagens celulares de câncer de pulmão induz diretamente a sinalização Notch, que exerce um 

papel importante no desenvolvimento de células embrionárias e diferenciação celular. Além 

disso, esse efeito foi observado com EGFR mutado, constitutivamente ativado, e com EGFR 

selvagem (Arasada et al. 2014). Em outro estudo, também com linhagens celulares de câncer 

de pulmão, foi demonstrado que a cisplatina em baixas doses levou ao enriquecimento de 

células CD133+, aumentou a resistência cruzada à doxorrubicina e ao paclitaxel, mediado pela 

ativação da sinalização Notch (Liu et al. 2013). Em células de carcinoma de cabeça e pescoço 

foi observado que a dormência é mediada pelo NR2F1, um receptor nuclear envolvido na 

diferenciação de células da crista neural humana. O aumento da expressão de NR2F1 foi 

observado em células dormentes, quando comparadas com células proliferativas, e a sua 

inibição reduziu a expressão dos genes associados ao fenótipo tronco tumoral SOX2 e Nanog, 

dois fatores de transcrição envolvidos na manutenção da autorrenovação de células-tronco 

embrionárias indiferenciadas (Sosa et al. 2015).  

Outros mecanismos estão associados à resistência das CITs a quimio e radioterápicos e 

sobrevivência celular. Assim como em células tronco normais, as bombas de efluxo também 
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são superexpressas em CITs (Abbott 2003). Células de câncer colorretal CD44+CD133+ 

tratadas com doxorubicina (DXR) mostraram a expressão aumentada da bomba de efluxo 

ABCB1 e o acúmulo intracelular diminuído de DXR (Goto et al. 2020). Em células de câncer 

de pulmão de células não pequenas CD133+ tratadas com DXR e paclitaxel, foi observado o 

aumento da expressão das bombas de efluxo ABCB1 e ABCG2, por meio da ativação da via de 

sinalização de Notch (Liu et al. 2013). 

Outro mecanismo de CITs relacionado com a resistência à radioterapia é o aumento da 

capacidade de reparo de DNA, característica também presente em células tronco normais (Mani 

et al. 2020). A sobrecarga de espécies reativas de oxigênio (ROS) pode induzir danos ao DNA 

e sensibilizar as células para a radioterapia, e as CITs têm sistemas eficientes de reparo de DNA 

que são capazes de combater os danos potenciais ao DNA após o acúmulo de ROS, através do 

aumento da expressão de genes envolvidos na síntese de glutationa, um agente antioxidante 

envolvido no reparo de DNA (Diehn et al. 2009). 

Existem duas teorias, que não são necessariamente mutuamente exclusivas, para 

explicar a formação de CITs. Uma delas pressupõe que as CITs se originam de mutações 

oncogênicas que causam transformação maligna de células tronco adultas ou de suas 

progenitoras. É provável que as mutações que iniciam o câncer surjam em células-tronco de 

tecidos primitivos, uma vez que estas se autorrenovam naturalmente e persistem por longo 

prazo, permitindo o acúmulo das mutações necessárias (Barker et al. 2009; Goldstein et al. 

2010; Bajaj et al. 2020). Alternativamente, células diferenciadas podem sofrer eventos de 

transformação, como mutações, estímulos externos ou alterações epigenéticas, que conferem a 

essas células capacidade de autorrenovação (Das et al. 2020). 

 Existem alguns mecanismos associados com a aquisição desse fenótipo tronco tumoral. 

A hipóxia é uma das características mais comuns dos tumores sólidos. Fatores induzidos por 
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hipóxia (HIFs) são fatores de transcrição que estão envolvidos nas vias de sinalização de 

oxigênio das células. As CITs são dependentes dos fatores induzidos por hipóxia-1 (HIF-1) e 2 

(HIF-2) para sobrevivência, autorrenovação, crescimento tumoral e manutenção do fenótipo 

tronco tumoral. Esses fatores de transcrição regulam a transcrição de fatores de stemness como 

SOX2, Oct4, c-MYC, ABCG2, entre outros, envolvidos na resistência a terapias antitumorais 

(Heddleston et al. 2010; Sun et al. 2020). 

O microambiente tumoral também está envolvido na aquisição do fenótipo troco 

tumoral. As células tumorais recrutam macrófagos associados a tumores (TAMs) para o 

microambiente tumoral, reprogramando os TAMs para seu próprio benefício. Macrófagos 

associados a tumores (TAMs), podem ter atividades pró-inflamatórias e antitumorais (M1) ou 

anti-inflamatórias e pro-tumorigênicas (M2), dependendo de suas interações com outras células 

imunes. O subtipo M2 promove a progressão tumoral através da secreção citocinas de 

crescimento celular e fatores de sobrevivência, como IL-6, IL-1 e IL-8, que atuam aumentando 

sinais oncogênicos específicos, como as vias Stat3, Notch e Hedgehog, reforçando o fenótipo 

tronco tumoral (Jinushi et al. 2011; Huang et al. 2020). 

Um importante mecanismo associado à aquisição do fenótipo tronco tumoral é a 

transição epitelial-mesenquimal (EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition). Células 

diferenciadas transformadas podem adquirir propriedades tronco através da ativação 

epigenética de programas de expressão gênica como a EMT, que é um processo reversível que 

é caracterizado por desdiferenciação que converte células epiteliais polarizadas em células com 

fenótipo mesenquimal (Polyak and Weinberg 2009; Lamouille et al. 2014). A EMT está 

intimamente ligada à biologia das CITs, incluindo aquisição do fenótipo tronco tumoral, fuga 

do sistema imunológico e resistência à rádio e quimioterapia. Além disso, a EMT resulta em 

células com fenótipo mesenquimal migratório, sendo assim mais propensas a entrar na 

circulação e adquirir um destino metastático (Najafi et al. 2019).  
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1.2.1 CITs e metástase 

A metástase é definida como o processo de disseminação tumoral, no qual células 

tumorais se soltam de um tumor primário, ou seja, um tumor que se inicia no próprio órgão, 

caem na circulação e invadem um novo tecido. Esse processo consiste em uma sequência de 

etapas, desde o escape de células tumorais do tumor primário, intravasamento para circulação 

sanguínea, manutenção de sobrevivência, extravasamento para um novo tecido e nova 

colonização (Majidpoor and Mortezaee 2021). 

Para que esse processo ocorra, algumas células tumorais passam pela EMT (Figura 4). 

Nessa transição, a célula com fenótipo epitelial perde a capacidade de adesão célula-a-célula e 

a polaridade ápico-basal e adquire um fenótipo mesenquimal. As caderinas são glicoproteínas 

de superfície celular que medeiam a adesão célula-célula por meio de seus domínios 

extracelulares e se conectam ao citoesqueleto de actina por meio da associação de seu domínio 

citosólico com cateninas intracelulares. As duas caderinas mais bem estudadas são a E-caderina 

e a N-caderina. A troca da E-caderina por N-caderina é o principal marcador da EMT. Durante 

esse processo, a célula tem uma redução da expressão de E-caderina e aumento da expressão 

de N-caderina (Wheelock et al. 2008; Loh et al. 2019). 
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Figura 4 – Transição epitelial-mesenquimal em células tumorais. As células tumorais com fenótipo 

epitelial perdem o contato célula-célula e ganham habilidades migratórias e invasivas à medida que 

adquirem o fenótipo mesenquimal. Adaptado de (Garg 2017). 

 

De fato, células de câncer de ovário com maior expressão de N-caderina possuem maior 

resistência à morte celular e maior capacidade de invasão, quando comparadas com células com 

maior expressão de E-caderina (Rosso et al. 2017). Em células de câncer de pulmão, a inibição 

da E-caderina não só levou ao aumento da expressão de genes de stemness, como levou ao 

aumento da capacidade de migração dessas células (Shu et al. 2019). 

Esse processo de transição de fenótipos é um processo sequencial envolvendo fenótipos 

epiteliais híbridos intermediários e mesenquimais, resultando em células em estados 

intermediários que têm ambas as características epiteliais e mesenquimais. Essas células são 

plásticas e possuem capacidade de adotar tais fenótipos intermediários e mover-se rapidamente 

através de vários estados intermediários, que podem ser mais eficientes em atingir a circulação, 

colonizando e formando metástases (Taki et al. 2021).  

De forma geral, após aquisição de um fenótipo mesenquimal, as células migratórias do 

tumor interagem com a matriz extracelular (ECM) através de integrinas presentes na superfície 

celular que interagem e se ligam a proteínas da ECM. Essa interação desencadeia uma série de 

eventos intracelulares essenciais que promove a degradação de proteínas da ECM e consequente 

migração das células tumorais. O principal mecanismo envolvido na degradação da ECM é a 

secreção pelas células tumorais de metaloproteinases de matriz (MMPs). As MMPs são enzimas 

secretadas em sua forma inativa e então ativadas fora das células pelas integrinas ou outras 

MMPs (Gálvez et al. 2002; Alizadeh et al. 2014). 

Outro processo importante para formação de mestástases é a formação de novos vasos, 

um processo chamado de angiogênese. Este processo é mediado por diversos fatores pró-
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angiogênicos que são frequentemente produzidos pelas células tumorais. Dentre estes, o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) é o mais bem caracterizado e age diretamente nas 

células endoteliais, através da ligação com receptores de VEGF, promovendo a proliferação, e 

migração de células endoteliais, induzindo assim a formação de novos vasos (Carmeliet 2005; 

Martin et al. 2009). 

Após extravasarem para a circulação sanguínea, as células tumorais circulantes adotam 

um estado de dormência como um mecanismo de sobrevivência frente a fatores adversos, 

incluindo estresse oxidativo, forças de cisalhamento e ação do sistema imunológico (Lo et al. 

2020). Outro mecanismo envolvido na capacidade de sobrevivência dessas células na 

circulação é através da regulação positiva de PD-L1, ligante do PD-1, uma proteína envolvida 

em diversas vias de respostas imunes induzidas por câncer. O eixo PD1/PD-L1 é identificado 

como um conjunto de checkpoint imunológico que medeia sinais co-inibitórios para ativação 

de células T e é utilizado como alvo terapêutico para bloqueio de checkpoint imunológico 

(Manjunath et al. 2019; Ghosh et al. 2021). Em pacientes com câncer de pulmão, esse marcador, 

e outro de EMT, se encontraram expressos em proporções significativamente maiores nas 

células circulantes do que em tecidos NSCLC, e ainda a expressão de PD-L1 e do marcador de 

EMT nas células circulantes é um preditor negativo de sobrevida para pacientes com NSCLC 

(Manjunath et al. 2019).  

A interação entre as células tumorais circulantes e as células endoteliais no tecido do 

órgão alvo é essencial no processo de metástase. Moléculas de adesão celular, como a molécula 

de adesão de células epiteliais do soro (EpCAM) e a molécula de adesão de células vasculares-

1 (VCAM-1), promovem a adesão das células tumorais circulantes à parede microvascular, 

permitindo que essas células invadam o novo tecido (Alexiou et al. 2001; Karabulut et al. 2014). 
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Uma vez que as células tumorais circulantes invadem o novo órgão, a colonização nesse 

novo órgão depende de vias de sinalização celular que promovam a sobrevivência e proliferaçăo 

dessas células heterólogas dentro do tecido saudável. Assim, as células mesenquimais revertem 

ao fenótipo epitelial em uma reversão da EMT, chamada de transição mesenquimal epitelial 

(MET), aumentando a sobrevivência da célula cancerígena metastática. Nesse processo, 

observa-se o aumento da expressão da E-caderina. Uma vez que a colonização exige que as 

células tumorais reiniciem a proliferação, a MET é essencial para promover esse crescimento 

(Gao et al. 2012; Tsai and Yang 2013). 

A metástase e o fenótipo tronco tumoral estão intimamente conectados. Células em 

estágios iniciais da metástase apresentam padrões de expressão gênica semelhantes às células 

tronco normais (Lawson et al. 2015). A ativação da via de Hedgehog regula positivamente a 

expressão de Bmi-1, SOX2, Nanog por meio da ativação de membros da família Gli (glioma-

associated oncogene) (Liu et al. 2006; Cochrane et al. 2015). A inibição da via de 

Hedgehog/Gli1 não só resulta na redução de expressão de fatores de stemness in vitro, como 

também na redução da capacidade de migração e invasão in vitro e in vivo de células de câncer 

colorretal. O aumento da expressão de Gli1 nessas células levou ao acúmulo de metástases no 

pulmão de camundongos imunodeficientes (Kim et al. 2020). 

Em tumores de mama, a EMT leva ao aumento de células com habilidade de 

autorrenovação, que também apresentam maior expressão de marcadores de célula tronco, 

como CD44+/CD24-, utilizado para diferenciar populações enriquecidas para o fenótipo tronco 

tumoral (Mani et al. 2008; Liu and Brown 2010). Um estudo realizado com células de câncer 

colorretal CD133+/CD44+ mostrou que o tratamento com TPL, um composto que reduz o 

crescimento de células tumorais, angiogênese e metástases tumorais, diminui a expressão de 

fatores de EMT, Snail, Slug e Twist, assim como a capacidade de migração e o fenótipo tronco 
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tumoral, que pode ser medido pela capacidade de autorrenovação e de formação de 

tumoresferas (Acikgoz et al. 2020). 

Outra via intimamente relacionada com stemness e metástase é a via de 

CXCR4/CXCL12. O CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) é um receptor 

transmembranar acoplado à proteína G que se liga a quimiocinas, sendo o CXCL12 (C-X-C 

Motif Chemokine Ligand 12) o ligante mais conhecido de CXCR4. A inibição da sinalização 

de CXCR4/CXCL12 induz a diferenciação celular em células tronco neurais (Ho et al. 2017). 

Quando ativado pelo ligante CXCL12, o CXCR4 ativa diversas vias efetoras, como a via de 

Rho, PLC e Ras, que estão envolvidas na indução da migração celular. Além disso, o eixo 

CXCR4/CXCL12 regula positivamente a expressão de VEGF. A inibição de CXCR4 inibe a 

formação de novos vasos em camundongos imunodeficientes e reduz a migração e invasão in 

vitro de células oriundas de pacientes com câncer gástrico (Salvucci et al. 2002; Chen et al. 

2021). 

Dessa forma, a inibição de CITs é uma estratégia terapêutica apropriada para inibir a 

metástase. Portanto, as diferenças funcionais entre células com e sem potencial tumorigênico e 

metastático (CITs vs. não CITs) têm implicações importantes para a terapia, tornando crucial a 

busca por abordagens terapêuticas que atinjam não somente as células tumorais diferenciadas, 

mas principalmente as CITs. 

Diversas vias estão envolvidas na aquisição do fenótipo tronco-tumoral e metastático. 

Uma das vias oncogênicas importantes que promove esses fenótipos é ativação oncogênica da 

GTPase KRAS (Smakman et al. 2005; Liu et al. 2009; Kim et al. 2010; Qiu et al. 2011; Leung 

et al. 2013; Zhu et al. 2014; Lock et al. 2014; Uekita et al. 2014; Xu et al. 2015; Ali et al. 2016; 

Larsen et al. 2016; Hwang et al. 2020). 
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1.3 KRAS 

1.3.1 GTPases RAS 

KRAS é uma GTPase da família das GTPases RAS, que são proteínas associadas à 

membrana celular que transmitem sinais oriundos de receptores de membrana para efetores 

intracelulares (Mitin et al. 2005; Wennerberg et al. 2005).  

A família das pequenas GTPases RAS em humanos abrange 3 genes, HRAS, NRAS e 

KRAS que codificam 4 proteínas de aproximadamente 21 kDa. Esses genes possuem cerca de 

85% de homologia entre si e o mRNA primário de KRAS ainda pode sofrer splicing alternativo, 

originando duas isoformas, KRAS4A e KRAS4B, sendo KRAS4B a forma mais predominante 

em humanos (Cox et al. 2014). Dessa forma, as proteínas codificadas HRAS, NRAS, KRAS4A 

e KRAS4B compartilham alta homologia nos primeiros 165 aminoácidos e divergem em sua 

região hipervariável carboxi-terminal (resíduos 166-188 ou -189) (Zhou et al. 2016; Zhang et 

al. 2018b). 

As regiões que são altamente conservadas entre as proteínas RAS são regiões de 

interação com proteínas efetoras, que irão efetuar a transdução de sinal induzida pela RAS ativa, 

com o nucleotídeo de guanina e com proteínas que regulam a atividade de RAS. Já a região 

hipervariável, é crítica para as modificações lipídicas e determinação da ligação à membrana 

plasmática e cinética de tráfego. A localização dessas proteínas na membrana é essencial para 

o seu funcionamento (Friday and Adjei 2005; Zhou et al. 2016).  

Essa região carboxi-terminal contêm um motivo CAAX terminal na posição 186-189, 

onde o C é uma cisteína, cada A representa um aminoácido alifático, como a leucina, isoleucina 

ou valina, e o X pode ser uma metionina, serina, leucina ou glutamina. As modificações pós-

tradução, a partir do aminoácido 186, que é sempre uma cisteína, aumentam a hidrofobicidade 
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da região do carboxi-terminal da proteína permitindo sua ancoragem na membrana plasmática 

(Friday and Adjei 2005; Zhou et al. 2016). A principal modificação pós-traducional responsável 

pela ancoragem das proteínas RAS à membrana é a prenilação. A prenilação consiste na adição 

de um grupo farnesil, pela enzima farnesiltransferase, na cisteína do motivo CAAX. Em 

seguida, após remoção do grupo AAX pela enzima Rce1, a cisteína farnesilada é metilada pela 

enzima metiltransferase. As isoforma KRAS4A, HRAS e NRAS sofrem então palmitoilação 

nos grupos SH de resíduos de cisteína de sua extremidade carboxiterminal, permitindo a 

ancoragem de RAS na membrana plasmática. Já a isoforma KRAS4B não sofre palmitoilação 

e sua ancoragem à membrana ocorre através da interação do grupo farnesil e por uma região 

positivamente carregada rica em lisina, que interage com fosfolipídios negativos presentes na 

membrana plasmática (Friday and Adjei 2005).  

Portanto, as duas isoformas de KRAS compartilham homologia em sua região catalítica, 

mas diferem na região responsável pela ancoragem. Essa diferença reflete na funcionalidade de 

cada isoforma. Enquanto a isoforma KRAS4A está associada a indução da apoptose, a isoforma 

KRAS4B atua na mediação do fenótipo tronco tumoral (Quinlan and Settleman 2008; Wang et 

al. 2015). 

1.3.2 Atividade de RAS 

As GTPases RAS são proteínas que existem em seu estado ativo e inativo, funcionando 

como interruptores moleculares binários. Em seu estado ativo, encontra-se ligada ao trifosfato 

de guanosina (GTP) e se torna inativa através da hidrólise do GTP, permanecendo ligada ao 

difosfato de guanosina (GDP) (Simanshu et al. 2017).  

A ativação das proteínas RAS se inicia com a ativação de um receptor tirosina quinase 

(RTK), como o receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR). Os RTKs permitem a 

comunicação entre as células e com seu ambiente extracelular, enviando sinais através da 
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ativação de vias downstream, com as vias de RAS (Trenker and Jura 2020). Em geral, os RTKs 

são encontrados na membrana plasmática da célula, possuindo um domínio extracelular e um 

domínio citoplasmático. Na ausência de um ligante, esses receptores se encontram como 

monômeros, em sua forma inativada. A ligação do ligante leva à homo ou heterodimerização 

desses receptores, resultando na fosforilação de alguns resíduos de tirosina na porção 

citoplasmática da proteína, que são os locais de ancoragem para algumas proteínas adaptadoras, 

como Grb2 (Growth fator Receptor–Bound protein 2) (Esteban-Villarrubia et al. 2020). 

Grb2 é uma pequena proteína altamente conservada com um domínio SH2 (SRC 

homology 2) central rodeado por dois domínios SH3 (SRC homology 3). A ligação de Grb2 a 

receptores ativados por meio de seu domínio SH2 recruta fatores de troca de nucleotídeos de 

guanina (GEF, Guanine nucleotide exchange factor) para a membrana, que promove a 

dissociação de GDP de RAS. Uma das GEFs recrutadas por Grb2 é o fator SOS (son-of-

sevenless), formando o complexo SOS-Grb2. A proteína SOS possui múltiplas funções, como 

catálise, ligação à membrana, regulação alostérica e autoinibição, devido a sua estrutura com 

diversos domínios. A região rica em prolina do SOS se liga aos domínios SH3 do Grb2, 

facilitando o recrutamento do SOS para a membrana plasmática. Já o contato entre o domínio 

de homologia à plecstrina de SOS e os fosfolipídios carregados negativamente da membrana 

induzem mudanças conformacionais que permitem a ligação de RAS em sua forma inativa 

(RAS-GDP) ao domínio REM (Ras exchanger motif) de SOS, promovendo a liberação de GDP 

(Buday and Vas 2020) (Figura 5). 
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Figura 5 - Regulação de RAS. Em sua forma inativada, RAS encontra-se complexada a GDP. As 

proteínas GEFs promovem dissociação de GDP de RAS, que logo se associa a GTP, tornando-se ativa. 

A inativação de RAS ocorre pela hidrólise do GTP. Figura adaptada de Downward 2003. 

 

Rapidamente, como a afinidade de RAS para GDP e GTP é alta e semelhante, essas 

enzimas se associarão a um novo nucleotídeo de guanina. Entretanto, principalmente devido à 

concentração celular de GTP ser aproximadamente 10 vezes maior em comparação com GDP, 

RAS se liga preferencialmente à GTP quando o sítio de ligação à guanina se encontra vazio, 

tornando-se ativa (Cherfils and Zeghouf 2013; Simanshu et al. 2017). 

Para que ocorra a inativação de RAS, o GTP precisa ser hidrolisado. As proteínas RAS 

possuem atividade GTPásica intrínseca, entretanto esta atividade é muito lenta, sendo que é 

necessária a interação com GAPs (GTPase activating protiens) para que a catálise ocorra de 

forma eficiente, levando à inativação de RAS (Simanshu et al. 2017). 

O domínio catalítico de RAS contém vários motivos, incluindo Switch I, que possui uma 

treonina no códon 35 (Thr35), que se liga ao fosfato terminal de GTP e ao íon de magnésio, e 

Switch II, que possui um resíduo de glicina no códon 61 (Gln61), diretamente responsável pela 

atividade GTPásica de RAS. Quando a GAP interage com a RAS ativa, a molécula de GTP fica 

fortemente ligada em uma fenda formada entre RAS e GAP, onde os grupos fosfato do GTP 
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são coordenados pelo íon magnésio Mg2+. A GAP possui um dedo de arginina (Arg789) que 

interage com os grupos fosfato de GTP na fenda e coordena a cadeia lateral de Gln61 de RAS, 

o que leva ao melhor posicionamento de GTP no sítio catalítico de RAS, aumentando sua 

atividade GTPásica em cerca de 1.000 vezes (Prior and Hancock 2012; Grigorenko et al. 2019).  

Em condições fisiológicas, a forma ativa de RAS interage com efetores ativando 

cascatas de sinalização que iniciam a proliferação celular e, consequentemente, sua inativação 

leva à inativação dessas vias e ao controle do crescimento celular (Downward 2003). 

Em tumores, mutações pontuais na proteína KRAS envolvendo o domínio de ligação às 

GAPs (códons 12 e 13) ou o domínio catalítico (códon 61) determinam ativação constitutiva da 

proteína devido à perda da capacidade de hidrolisar o GTP, seja por perda da interação com 

GAPs (códons 12 e 13) ou por perda da atividade GTPásica intrínseca (códon 61). Isto impede 

o bloqueio da sinalização que estimula o crescimento, a proliferação e diferenciação celulares. 

Como consequência, ocorre proliferação celular descontrolada, transformação maligna e 

desenvolvimento tumoral mesmo na ausência de estímulo extracelular (Macaluso et al. 2002; 

Downward 2003). 

As mutações em HRAS são raras, ocorrendo em 4% dos cânceres com mutação em RAS 

e são frequentemente encontradas em carcinomas de células escamosas de bexiga e cabeça e 

pescoço. NRAS ocorre em aproximadamente 12% dos cânceres com mutação em RAS, sendo 

mais comum em melanomas cutâneos e leucemia mieloide aguda. Já KRAS é a proteína da 

família RAS mais frequentemente mutada (em 84% dos casos) e ocorre principalmente em 

câncer de pulmão, pâncreas e colorretal (Waters and Der 2018). 

1.3.3 KRAS e os fenótipos tronco tumoral e metastático 

Além do seu envolvimento clássico na transformação maligna (Guerrero et al. 2000; 

Fisher et al. 2001; Fleming et al. 2005; Park et al. 2015; Du et al. 2020; Shimizu et al. 2020), 
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alguns estudos vêm demonstrando um papel importante da KRAS oncogênica para o fenótipo 

tronco-tumoral. A KRAS, não apenas impede a diferenciação mediada por ácido retinóico de 

progenitores endodérmicos in vitro (Quinlan et al. 2008), mas também promove a manutenção 

e expansão de CITs em cancer de mama (Liu et al. 2009; Kim et al. 2010; Seguin et al. 2014), 

queratinócitos (Jiang et al, 2014), cancer de próstata (Weng et al. 2019), câncer colorretal 

(Okada et al. 2014; Hwang et al. 2020), cancer pancreático (Wang et al. 2015; Liu et al. 2021) 

e câncer de pulmão (Ali et al. 2016). Por exemplo, a KRAS promove o fenótipo tronco tumoral 

em células de câncer colorretal através da ativação da via de Wnt/β-catenina por REG4 

(Regenerating Family Member 4), sendo que o silenciamento de REG4 reduz 

significativamente a capacidade de em células de câncer colorretal com ativação de KRAS de 

formarem tumoresferas e a capacidade de formarem tumores em camundongos 

imunodeficientes (Hwang et al. 2020). Em células tumorais pancreáticas, a KRAS oncogênica 

induz a translocação de Lin28B, uma proteína de ligação ao RNA, para o núcleo, que regula 

positivamente a expressão dos marcadores de stemness Oct4, Nanog e SOX2, induzindo o 

fenótipo tronco tumoral e a capacidade migratória de células tumorais pancreáticas (Liu et al. 

2021). KRAS também está envolvida na aquisição do fenótipo tronco tumoral pela inibição da 

via não canônica de Wnt/Ca2+ em células pancreáticas, por meio da inibição de Fzd8, um 

componente dessa via. A via não canônica de Wnt inibe a sinalização da via canônica de Wnt, 

importante para aquisição e manutenção do fenótipo tronco tumoral, bloqueando a interação β-

catenina e TCF4. Interessantemente, KRAS4B, e não HRAS, NRAS ou KRAS4A, se ligam a 

calmodulina, reprimindo a expressão de Fzd8, e então reestabelecendo a sinalização da via 

canônica de Wnt/β-catenina e o fenótipo tronco tumoral (Wang et al. 2015). 

Consistente com o seu papel em promover o fenótipo tronco tumoral, a KRAS 

oncogênica também vem sendo implicada na promoção de um fenótipo metastático (Pylayeva-

Gupta et al. 2011; Chan and Chen 2012; Uekita et al. 2014). A KRAS oncogênica induz 
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processos como a EMT que, por sua vez, promove o fenótipo tronco tumoral (Liu et al. 2009; 

Holland et al. 2013; Xu et al. 2015), e também induz a autofagia (Lock et al. 2014), que 

aumentam a capacidade invasiva das células tumorais. KRAS não só controla a formação de 

metástases colorretais (Smakman et al. 2005; Zhu et al. 2014) e pancreáticas (Qiu et al. 2011; 

Leung et al. 2013), mas também promove o fenótipo metastático em câncer de pulmão (Larsen 

et al. 2016). Por exemplo, através da inibição em células tumorais pancreáticas da expressão de 

RKIP, um supressor tumoral inibidor da via da MAPK-ERK, a KRAS oncogênica aumenta a 

capacidade de migração e invasão in vitro e a formação de metástases pulmonares in vivo (Yang 

et al. 2018). Ainda, um estudo clínico demonstrou que KRAS oncogênica está envolvida na 

metástase tumoral de câncer colorretal para o pulmão e o fígado. Mutações KRAS G12D 

detectadas no tumor primário foram identificadas principalmente em metástases no pulmão, 

enquanto mutações KRAS G12V foram encontradas em sítios metastáticos no fígado e pulmão, 

e também em recorrência local (Jo et al. 2020). 

Portanto, explorar vias oncogênicas controladas por KRAS que promovem o fenótipo 

tronco-tumoral das CITs é importante porque a ativação oncogênica de KRAS é um evento 

muito frequente em neoplasias humanas, principalmente no adenocarcinoma pulmonar, onde 

mutações oncogênicas em KRAS estão presentes em aproximadamente 30% dos pacientes 

(Brady et al. 2015; Unni et al. 2015). Não só estas mutações são frequentes nestas neoplasias, 

mas também estão associadas com um comportamento agressivo e pior prognóstico (Mascaux 

et al. 2005).  

1.3.4 KRAS como alvo terapêutico 

Por muito anos, a inibição direta de KRAS não se mostrou eficiente para o tratamento 

de cânceres portadores dessa mutação. Um dos principais desafios na busca de inibidores de 

KRAS consiste na seletividade para a forma mutante de KRAS, discriminando-a da forma não 
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mutada. Uma das estratégias mais estudadas na inibição direta de KRAS é através da inibição 

do processo de farnesilação, e consequentemente da ancoragem de KRAS na membrana 

plasmática. Embora essa estratégia tenha obtido sucesso em ensaios in vivo (End et al. 2001), 

não obtiveram sucesso em testes clínicos com pacientes com câncer de pulmão, colorretal e de 

pâncreas portadores de mutação em KRAS (Sharma et al. 2002; Adjei et al. 2003; Cohen et al. 

2003). O insucesso da estratégia de inibição da farnesilação em ensaios clínicos se deve à 

capacidade de KRAS de sofrer um processo de prenilação alternativa, a geranilgeranilação, 

levando assim a sua ancoragem a membrana (Whyte et al. 1997). 

No entanto, recentemente, foi conduzido um estudo de fase II em pacientes com câncer 

de pulmão portadores de mutação G12C em KRAS (KRASG12C) com sotorasibe, uma pequena 

molécula que inibe específica e irreversivelmente KRASG12C por meio de uma interação única 

com o motivo Switch II, mantendo KRASG12C ligada a GDP e, portanto, em sua forma inativa. 

O sotorasibe interage com uma histidina na posição 95, uma tirosina na posição 96, com uma 

glutamina na posição 99 e com a cisteína na posição 12, conferindo a seletividade para a forma 

mutada G12C de KRAS. Esse estudo demonstrou que a terapia com sotorasibe resultou em um 

benefício clínico durável em pacientes com câncer de pulmão com KRASG12C (Skoulidis et al. 

2021). Estudos com sotorasibe e outros inibidores de KRASG12C estão em andamento 

(NCT05005234, NCT05002270, NCT04330664, NCT04685135). Entretanto, a inibição direta 

de KRASG12C ainda não está consolidada e não existem estratégias em ensaio clínico para a 

inibição direta de outras formas mutantes da KRAS.  

Como a KRAS oncogênica promove a transformação maligna e o fenótipo tronco-

tumoral, ela representa um alvo terapêutico racional, cuja inibição em câncer de pulmão deveria 

trazer benefícios clínicos. Entretanto, por diversas razões, terapias efetivas para pacientes 

portadores de neoplasias induzidas por mutações oncogênicas em KRAS tem se mostrado um 

desafio. Além disso, se faz necessária a busca por terapias que sejam eficazes em pacientes 
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portadores de diferentes mutações no códon 12, assim como nos códons 13 e 61. Portanto, uma 

estratégia para que seja possível selecionar melhores alvos terapêuticos para terapia de câncer 

de pulmão é através da identificação de mediadores induzidos por KRAS, que controlam as 

características oncogênicas críticas para o crescimento e progressão tumorais, como o fenótipo 

tronco tumoral. 

Um dos efetores que reduz a oncogenicidade celular em linhagens pulmonares e 

pancreáticas mutantes para KRAS é a quinase Aurora A (dos Santos et al. 2016; Gomes-Filho 

et al. 2020). 

 

1.4 A QUINASE AURORA A 

1.4.1 Estrutura e função 

As quinases Aurora fazem parte de uma família de serina-treonina quinases, que estão 

relacionadas com regulação da mitose e são expressas principalmente em tecidos com alta 

proliferação celular, onde regulam a progressão do ciclo celular, desempenhando um papel 

crucial no controle da segregação de cromátides. Os genomas de mamíferos codificam 

exclusivamente três quinases Aurora, a Aurora A (AURKA), a Aurora B (AURKAB) e a 

Aurora C (AURKC) (Tang et al. 2017). 

As quinases Aurora são quinases com tamanho variando de 275 a 403 resíduos de 

aminoácidos, com uma organização de domínio semelhante: um domínio N-terminal de 8-131 

resíduos de comprimento, um domínio catalítico, e um domínio C-terminal curto de 15-20 

resíduos. A região responsável pelas interações das Auroras com proteínas alvo é a região N-

terminal. Essa região possui baixa semelhança entre as 3 Auroras, conferindo assim seletividade 

para as interações. (Carmena and Earnshaw 2003). O domínio catalítico possui um loop de 
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ativação (A-loop) onde ocorre a fosforilação e ativação das Auroras. Nas regiões N-terminal e 

C-terminal, essas quinases possuem sítios específicos de degradação, o A-box e D-box, onde 

ocorre interação com proteínas de degradação, como Cdh1 e E3 ubiquitina ligase (Figura 6) 

(Lim and Gopalan 2007). 

 

Figura 6 - Estrutura e domínios das Aurora quinases. Os domínios do N-terminal (vermelho) e C-

terminal (vermelho) das Aurora quinases contêm motivos reguladores A-box (amarelo) e D-box (verde), 

respectivamente, enquanto o domínio catalítico (azul) inclui resíduo de ativação (T-loop) e os resíduos 

de treonina, substratos de fosforilação. Adaptado de (Goldenson and Crispino 2015). 

 

As 3 quinases Aurora possuem desempenhos distintos durante o ciclo celular, sendo a 

AURKA e AURKB importantes quinases da mitose e a AURKC da meiose. A AURKC é uma 

quinase que desempenha um importante papel na espermatogênese e desenvolvimento do 

oócito, e tem função semelhante à da AURKB, envolvida na segregação dos fusos meióticos 

(Goldenson and Crispino 2015; Tang et al. 2017). 

A AURKB está envolvida na citocinese e na arquitetura cromossômica. Essa quinase 

interage com o complexo cromossômico passageiro (CPC) que se localiza no centrômero 
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interno durante a prófase, através da metáfase e, em seguida, se move para a zona média do 

fuso e o corpo médio durante a mitose tardia e citocinese (Kollareddy et al. 2008; Goldenson 

and Crispino 2015). 

A atividade da AURKA no ciclo celular está intimamente relacionada aos centrossomos. 

Sua principal função é a coordenação da maturação e separação dos centrossomos e montagem 

do fuso bipolar. Durante a fase S do ciclo celular até o final da fase G2, a AURKA, ainda em 

baixos níveis, começa a se acumular na região pericentriolar. No final da fase G2 e início da 

mitose a AURKA, com níveis de expressão mais altos, se localiza nos polos do fuso, atuando 

na maturação, duplicação e separação dos centrossomos. Na entrada da mitose, a AURKA atua 

na formação e alongamento dos microtúbulos até a placa metafásica. Já nas fases tardias, a 

AURKA se localiza na zona média do fuso atuando no alinhamento e separação dos 

cromossomos (Figura 7) (Marumoto et al. 2003; Kollareddy et al. 2008; Nikonova et al. 2013; 

Goldenson and Crispino 2015).  

 

Figura 7 - Localização da AURKA durante a divisão celular. A AURKA (amarelo) está localizada 

nos polos do fuso e nos fusos mitóticos durante a mitose inicial e em ambos os polos e na placa 

metafásica durante a mitose tardia. O DNA (azul) e a α-tubulina (vermelho) também são mostrados na 

imagem. Adaptada de Marumoto et al. 2003 

 

O domínio catalítico de AURKA possui dois lobos, o lobo C, que consiste em uma 

estrutura α-helicoidal, e o lobo N, que é formado por uma série de domínios folha β e uma única 

α-hélice. O domínio N forma a parede do sítio ativo e desempenha um papel central na 
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regulação da atividade da quinase, responsável pelo posicionamento do ATP. Já o lobo C 

consiste em uma estrutura α-helicoidal e contém o motivo catalítico conservado no sítio ativo, 

formando a alça de ativação da quinase, onde ocorre a fosforilação regulatória dos substratos 

(Levinson 2018). 

A ativação de AURKA ocorre através da autofosforilação de Thr288 no loop de ativação 

da quinase, mudando a conformação tridimensional do sítio catalítico (Walter et al. 2000). Essa 

autofosforilação ocorre através da interação de AUKRA com diversas outras proteínas, como 

Ajuba, calmodulina, NEDD9 e TPX2 (targeting protein for Xklp2) (Janeček et al. 2016).  

1.4.2 AURKA e câncer 

A superexpressão de AURKA pode levar à instabilidade genética, podendo resultar em 

células aneuploides e poliploides. Fusos poliploides são observados em tumores, sugerindo que 

as anomalias centrossomais contribuem para o desenvolvimento do câncer (Meraldi 2002; 

Nikonova et al. 2013).  

Por ser uma quinase mitótica, não é surpreendente que a AURKA se encontre 

superexpressa em uma variedade de tumores (Malumbres and Pérez De Castro 2014), incluindo 

tumores pulmonares (Xu et al. 2006; Ogawa et al. 2008; Lo Iacono et al. 2011; Shah et al. 

2019). 

A superexpressão de AURKA leva ao aumento da proliferação celular, redução da morte 

celular, instabilidade genética e tumorigênese em células de câncer de ovário, de bexiga, 

colorretal, pancreático, carcinoma hepatocelular e leucemia (Li et al. 2003, 2018a; Jeng et al. 

2004; Landen et al. 2007; Ochi et al. 2009; Chuang et al. 2016; Long et al. 2020). 

Mais importante, a quinase Aurora A contribui para a transformação maligna induzida 

pela KRAS oncogênica. Recentemente nós demonstramos, não só que a KRAS promove a 
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expressão de AURKA, mas também que a inibição da expressão ou atividade desta quinase em 

linhagens pulmonares mutantes para KRAS reduz a oncogenicidade celular in vitro e 

tumorigenicidade in vivo (dos Santos et al. 2016). Nós observamos também que a AURKA tem 

expressão aumentada em tumores pancreáticos, que a AURKA é alvo da KRAS oncogênica em 

células de adenocarcinoma pancreático e que a inibição de AURKA em células tumorais 

pancreáticas mutantes para KRAS reduz a oncogenicidade celular (Gomes-Filho et al. 2020). 

1.4.3 AURKA e os fenótipos tronco tumoral e metastático 

A função mitótica de AURKA já está bem estabelecida na literatura. Entretanto, a 

AUKRA possui importante papel em vias não-mitóticas que contribuem para seu potencial 

oncogênico, como vias de reparo de DNA e vias que promovem o fenótipo tronco tumoral. Por 

exemplo, em um estudo realizado com células de carcinoma urotelial, a superexpressão de 

AURKA foi correlacionada com a redução da expressão dos genes de resposta a danos ao DNA, 

BRCA1 e CHK2 (Veerakumarasivam et al. 2008). 

Acredita-se que AURKA exerça suas funções não-mitóticas através da regulação de 

fatores de transcrição, como os fatores de transcrição da família MYC, que são essenciais na 

aquisição e manutenção do fenótipo tronco tumoral (Zheng et al. 2016; Yoshida 2018). Zheng 

et al. (2016) mostraram que AURKA se localiza no núcleo, onde atua como um fator de 

transcrição de MYC, ativando sua transcrição, aumentando a proliferação de células com 

fenótipo tronco tumoral de câncer de mama. Entretanto, a interação de AURKA com o promotor 

de MYC não é dependente da atividade de AURKA, sugerindo que a localização nuclear de 

AURKA, e não sua atividade de quinase, é responsável pela regulação de MYC (Zheng et al. 

2016).  

Outro mecanismo sugerido para a regulação de c-MYC mediado por AURKA é através 

do acúmulo de β-catenina no núcleo. Em um estudo realizado com células de câncer gástrico, 
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observou-se que a superexpressão de AUKRA leva ao aumento de fosfo-GSK-3β e 

consequentemente a uma redução da fosforilação de β-catenina, prevenindo a sua degradação. 

Assim, o acúmulo de β-catenina no citoplasma promove seu deslocamento para o núcleo, 

regulando a expressão de diversos oncogenes, como o c-MYC (Dar et al. 2009). 

A AURKA também induz o fenótipo tronco tumoral de CITs de mama através da 

regulação transcricional de DROSHA, aumentando a estabilidade do mRNA de DROSHA, que 

atua no processamento de micro RNAs envolvidos na tumorigênese e no fenótipo tronco 

tumoral, através de uma função não-canônica de DROSHA, que interage com β-Catenina e 

promove a ativação de STC1 (Peng et al. 2021). Também em células de câncer de mama, 

observou-se que o acúmulo de AURKA no núcleo contribui para o fenótipo tronco tumoral. Em 

células com superexpressão de AURKA, há um aumento da expressão dos genes de stemness 

SOX2, Nanog e c-MYC, e a inibição dessa quinase leva à redução do crescimento tumoral em 

camundongos (Yang et al. 2017). Diversos outros trabalhos mostraram que a AURKA possui 

um importante papel na manutenção do fenótipo tronco tumoral de CITs de ovário, glioma, 

colorretais e de mama (Cammareri et al. 2010; Chefetz et al. 2011; Mannino et al. 2014; Zheng 

et al. 2014, 2016). Além disso, nós mostramos que a inibição de AURKA reduz o fenótipo 

tronco tumoral e clonogenicidade de CITs pulmonares (Scalabrini 2016). 

A AURKA, não só tem expressão aumentada em células tronco tumorais, mas também 

é capaz de promover a EMT e metástase. Em células de carcinoma hepatocelular ocorre 

supreexpressão de AURKA em células metastáticas, sendo que a inibição dessa quinase leva à 

redução da capacidade de invasão dessas células (Chen et al. 2017). O silenciamento de 

AURKA em células tumorais pulmonares leva a redução da migração e invasão, in vitro e in 

vivo, pela regulação de CXCL5 (C-X-C motif chemokine ligand 5). O silenciamento de AURKA 

em células tumorais pulmonares leva à redução da expressão de CXCL5 e a suplementação com 

CXCL5 resgata a capacidade de migração e invasão dessas células (Wang et al. 2021a). Ainda, 
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em células de carcinoma pancreático, observou-se que AUKRA fosforila Twist1, inibindo sua 

degradação, e consequentemente ativando a EMT. Além disso, a superexpressão de AURKA 

aumenta a expressão de marcadores de EMT, como a N-caderina, Vimentina, Snail e Slug e 

reduz a expressão de E-caderina (Wang et al. 2017). Em estudo realizado com células de 

pacientes com câncer de fígado metastático foi observado que a proteína PARP10 é responsável 

por regular negativamente a atividade de AURKA, apenas no núcleo, e que a inibição de 

PARP10 leva ao aumento de metástases in vivo (Zhao et al. 2018). 

Apesar destes estudos indicando um papel importante da AURKA para o fenótipo 

tronco tumoral e metastático, o papel da AURKA para o fenótipo tronco tumoral induzido por 

KRAS em câncer de pulmão permanece pouco explorado. Determinar se a AURKA participa 

do mecanismo de indução do fenótipo tronco tumoral promovido por KRAS em células 

pulmonares é importante, não só para validação da AURKA como um alvo terapêutico para 

neoplasias induzidas por este oncogene, mas também para validação da inibição da AURKA 

como uma estratégia terapêutica que pode diminuir a resistência a quimioterápicos (visto que 

as CITs são quimiorresistentes), ao mesmo tempo que pode diminuir a chance de recidivas 

futuras. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Determinar como a quinase Aurora A afeta o fenótipo tronco-tumoral e metastático de 

células pulmonares transformadas por KRAS visando o desenvolvimento desta quinase como 

alvo terapêutico. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Avaliar como a inibição da atividade ou expressão da quinase Aurora A afeta o fenótipo 

tronco-tumoral de CITs pulmonares expressando KRAS oncogênica in vitro; 

2. Avaliar marcadores de células tronco nas linhagens pulmonares A549 e H358 para 

purificação de células com fenótipo tronco tumoral (CITs); 

3. Avaliar como a inibição da atividade ou expressão da quinase Aurora A afeta carcaterísticas 

malignas associadas ao fenótipo metastático de CITs pulmonares expressando KRAS 

oncogênica in vitro; 

4. Avaliar os genes diferencialmente expressos relacionados ao fenótipo tronco-tumoral e 

metastático em células pulmonares expressando KRAS oncogênica com inibição da atividade 

de Aurora A. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Linhagens celulares 

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

oncogenicidade in vitro foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: A549 (ATCC CCL-

185), uma linhagem de adenocarcinoma pulmonar humano portadora de mutação oncogênica 

G12S em KRAS, e H358 (ATCC CRL-5807), uma linhagem de carcinoma bronquioalveolar 

pulmonar humano portadora de mutação oncogênica G12C em KRAS. 

Utilizamos também a linhagem de adenocarcinoma pulmonar H1703 não portadora de 

mutações oncogênicas em KRAS, mas com expressão induzível de KRAS oncogênica 

(KRASG12V), já disponíveis no laboratório, em ensaios de expressão gênica e ensaios biológicos 

de crescimento. A expressão induzível de KRAS oncogênica foi obtida pelo sistema induzível 

de expressão T-RExTM System (Invitrogen), que contêm dois vetores, um 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, que contém KRAS oncogênica G12V (H1703 G12V) 

fusionada a um tag HA ou sem nenhum gene de interesse, possuindo vetor vazio como controle 

(H1703 TrexB). A expressão induzível é controlada pela adição de tetraciclina ou doxixiclina, 

inibindo o repressor TetR, que se desliga dos operadores, levando a indução da expressão. 

Para o ensaio de formação de tubos endoteliais e migração, foram utilizadas células 

endoteliais isoladas da veio de cordão umbilical humano HUVEC (human umbilical vein 

endothelial cells) (Cat#: C2519A, Lonza). 
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3.2 Condições de cultura, subcultura e preservação das linhagens celulares 

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. As células 

H1703 TrexB e H1703 G12V foram mantidas em meio RPMI-1640 (ATCC 30-2001) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino com antibióticos de seleção blasticidina 10 µg/mL 

e zeocina 3 µg/mL e induzidas com doxicilcina 2 µg/mL 24 horas antes de iniciar os ensaios. 

As células HUVEC foram cultivadas em meio basal de crescimento endotelial EGM-2 (CC-

3156, Lonza) suplementado com fatores de crescimento do BulletKit (CC-4176, Lonza).  

As células utilizadas foram mantidas em uma atmosfera úmida constituída de 95% de 

O2 e 5% de CO2 a 37°C. 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 foram 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 Ensaio de formação de tumoresferas 

As células A549, H1703 TrexB e H1703 G12V na concentração de 1.000 células/poço, 

e as células H358 na concentração de 5.000 células/poço foram cultivadas em placas de cultura 

de baixa aderência de 6 poços com 2 mL de meio de cultura DMEM/F12 (ATCC 30-2006) 

suplementado com N2 (Invitrogen), 20 ng/ml de FGF (fator de crescimento de fibroblasto, 

PeproTech) e 20 ng/ml de EGF (fator de crescimento epitelial, PeproTech) por 14 dias em uma 
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atmosfera úmida constituída de 95% de O2 e 5% de CO2 37°C. A cada três dias as esferas 

foram suplementadas com 500 μL de meio de cultura descrito acima.  

Avaliamos o efeito de inibição farmacológica da AURKA, conforme descrito no item 

3.6. Alternativamente, as culturas de tumoresferas foram realizadas com inibição de AURKA 

ou KRAS por interferência de RNA, conforme descrito no item 3.7, apenas no momento do 

plaqueamento das esferas. 

 

3.4 Inibição farmacológica de AURKA 

Para avaliar o efeito da inibição de AURKA, o inibidor dual das quinases Aurora 

“Aurora Kinase Inhibitor II” (AI II, Cat# 189404 Calbiochen®) foi utilizado nas concentrações 

2 e 5 µM. Utilizamos também o inibidor farmacológico seletivo para AURKA, o Alisertib 

(MLN8237) (MLN, Cat# S1133, SelleckChem), utilizado nas concentrações de 20 e 50 nM. 

Como controle para os dois inibidores, tratamos as células com 0,1% de DMSO (dos Santos 

2016, tese de doutorado). 

 

3.5 Identificação de marcadores de superfície por citometria de fluxo 

Para citometria de fluxo foram utilizadas 1.105 células de cada linhagem cultivadas de 

forma aderente ou oriundas de tumoresferas dissociadas com Accutase (Sigma). As células 

foram lavadas com PBS e incubadas com meio próprio para cada linhagem contendo 1% de 

albumina bovina por 30 minutos a 4°C para bloquear para ligações inespecíficas dos anticorpos 

utilizados. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos com os seguintes anticorpos 

primários monoclonais: APC mouse anti-human CD326 (EpCAM) (BioLegend), APC mouse 
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anti-human CD90 (Thy1) (BioLegend), APC mouse anti-human CD184 (CXCR4) 

(BioLegend), FITC mouse anti-human CD24 clone ML5 (BD Pharmingen), ou mouse anti-

human CD44-PE clone G44-26 (C26) (BD Pharmingen). Após serem lavadas duas vezes com 

PBS, as amostras foram fixadas com paraformaldeído 4% e analisadas em um citômetro de 

fluxo BD FACScaliburTM (Becton-Dickinson, EUA). Foram analisados um total de 10.000 

eventos por amostra. O gating foi estabelecido com base na amostra parental sem o anticorpo 

utilizado, de forma que 100% dessas células estejam fora do gate de marcação. Os dados 

coletados foram analisados pelo programa FlowJo. 

 

3.6 Purificação de células por citometria de fluxo 

As células H358 parentais foram tripsinizadas, lavadas com PBS e incubadas com meio 

próprio para cada linhagem contendo 1% de albumina bovina por 30 minutos a 4°C para 

bloquear ligações inespecíficas do anticorpo. Em seguida, as células foram incubadas por 30 

minutos com o anticorpo CXCR4 descrito no item 3.5. Após serem lavadas duas vezes com 

PBS, as amostras foram levadas em meio próprio para cada linhagem suplementado com 2% 

de soro fetal bovino ao FACSAria III Cell Sorter (CEFAP – ICB) para separação celular. Após 

a separação, as células foram plaqueadas separadamente em cultura positiva e negativa para o 

marcador escolhido, e utilizadas para os experimentos funcionais posteriores. 

 

3.7 Geração de linhagens SORE6 

As linhagens A549 e H358 foram plaqueadas em placa de 6 poços, 5x104 células/poço, 

e transduzidas com 8 ug/ml de polibreno conjuntamente aos lentivírus (MOI < 1) contendo a 
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construção para expressão da proteína GFP desestabilizada sob controle do promotor CMV 

mínimo acrescido do elemento responsivo a SOX2/Oct4 repetido 6 vezes (SORE6), cedido pela 

Dra. Lalage M. Wakefield (Tang et al. 2015). Após 24h da transdução, as células A549 e H358 

foram selecionadas com puromicina 2 µg/ml e 0,35 µg/ml, respectivamente, por 5 dias. 

Posteriormente, essas células foram submetidas a citometria de fluxo convencional (FACS 

Canto II, BD). Células controle, transduzidas com a construção sem o SORE6 (mCMV-GFP) 

foram utilizadas para definição de parâmetros em ambos citometros de fluxo. As fotos 

representativas das células SORE6-GFP foram tiradas no microscópio de fluorescência EVOS 

FLoid (ThermoFisher).  

 

3.8 Transfecção com siRNAs 

A inibição transiente de KRAS ou AURKA nas linhagens pulmonares foi realizada 

utilizando-se um pool (Dharmacon siGenome Smart Pool siRNA Design®) contendo 5 small 

interfering RNAs (siRNAs) para a KRAS humana (siKRAS, cat# M-005069-00 Dharmacon) 

ou para a AURKA humana (siAURKA, Cat# M-003545-10 Dharmacon). Como controle 

negativo, as células foram transfectadas com siRNA controle non-targeting #3 (siCtrl, Cat# D-

001210-03-20 Dharmacon), que não possui homologia a genes humanos conhecidos. Para 

tanto, as células foram plaqueadas (1.105 células/poço) em placas de 6 poços em meios de 

cultura descritos no item 3.2. Após 24h, foram preparados os mixes de siRNA e reagente de 

transfecção. No tubo 1, 5 μL do siRNA de interesse na concentração estoque de 20 μM foi 

diluído em 45 µL de tampão siRNA buffer 1x (Dharmacon). Em seguida, 150 µL de meio 

próprio para cada linhagem sem soro feral bovino ou soro de cavalo foi adicionado ao tubo 1. 

No tubo 2, 4 μL do reagente de transfecção DharmaFECT® (Cat# T-2001-02 GE Dharmacon) 

foi diluído em 196 µL de meio próprio para cada linhagem sem soro feral bovino e mantido à 
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temperatura ambiente por 5 minutos. Após esse tempo, o conteúdo do tubo 2 foi adicionado ao 

tubo 1 e mantido à temperatura ambiente por 20 minutos. Nesse intervalo, o meio foi retirado 

da placa, as células lavadas com PBS e adicionados 1,6 mL de meio próprio para cada linhagem 

em cada poço. Por fim, 400 µL do mix de siRNA + DharmaFECT foi adicionado a cada poço 

contendo as células e as mesmas foram incubadas a 37ºC e 5% CO2. Para enriquecimento de 

células iniciadoras tumorais por cultura de tumoresferas, as células foram utilizadas 24h-48h 

após a transfecção. Para avaliar a eficiência de inibição de AURKA ou KRAS e a expressão 

dos genes de interesse, o RNA e proteína foram extraídos 72h após a transfecção. 

 

3.9 Extração e quantificação de RNA 

Para extração de RNA, células em cultura aderente foram tripsinizadas ou tumoresferas 

dissociadas e, em seguida, centrifugadas a 900 rpm por 7 minutos em tubos falcon de 50 mL. 

O meio de cultura foi descartado e os pellets de células ressuspendidos em 250 µL do reagente 

TRIZOL (Invitrogen®). Após homogenização, a solução foi transferida para tubos de 1,5 mL e 

então foram adicionados 100 µL de clorofórmio em cada tubo, agitando-os vigorosamente por 

10 segundos. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 3 minutos e em seguida 

centrifugados a 14.000 rpm por 14 minutos a 4°C. A fase transparente, contendo o RNA, foi 

transferida para outro tubo e em seguida adicionado 250 µL de isopropanol a cada tubo, 

agitando-os vigorosamente por 10 segundos. Os tubos foram mantidos a 4°C overnight e em 

seguida centrifugados novamente a 14.000 rpm por 14 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e ao pellet foi adicionado 100 µL de etanol 100%. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm 

por 14 minutos e o sobrenadante descartado. O tubo contendo somente o precipitado de RNA 

foi mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. O RNA foi diluído em água autoclavada 

(Millipore, MilliQ System) e mantido em banho seco a 65°C por 5 minutos. Em seguida, 
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mantendo os tubos com o RNA diluído em gelo, a concentração dos RNAs foi determinada por 

meio de sua absorbância a 260 nm no espectofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

 

3.10 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 1μg de 

amostra de RNA, 1μL de tampão de amostra 10X já acrescido de MgCl2, 1µL 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 novamente incubado, 

à temperatura de 65ºC por 10 minutos.  

Para síntese do cDNA, 1 µg de RNA total tratado com DNase foi submetido à 

transcrição reversa com SuperScriptIII (Invitrogen®). Para 1 µg de RNA tratado com DNAse 

1, foram adicionados 1 µL de iniciadores randômicos (random hexamers 50 ng/µL) e 1 µL de 

Anneling Buffer (Invitrogen®), completando com água para um volume final de 8 µL. Os tubos 

foram incubados no termociclador Mastercycler gradient AG22331 (Eppendorf®) a 65°C por 5 

minutos e depois colocados em gelo imediatamente. Em seguida, foram adicionados aos tubos, 

ainda no gelo, 10 µL de 2x First-Strand Reaction Mix (Invitrogen®) e 2 µL de SuperScript®III 

(Invitrogen®). As amostras foram agitadas delicadamente e, em seguida, incubadas no 

termociclador Mastercycler gradient AG22331 (Eppendorf®) a 25°C por 10 minutos, seguido 

de incubação a 50°C por 50 minutos e finalmente a 85°C por 5 minutos. As amostras foram 

mantidas a -20°C até o uso. 



53 

 

 

 

 

3.11 PCR em Tempo Real 

Todas as reações de qRT-PCR foram realizadas em termociclador StepOnePlusTM Real-

Time PCR System (Applied Biosystems®), com primers específicos para mRNAs de interesse 

desenhados com auxílio do programa Primer Express 2.0® (Applied Biosystems®), sendo a 

detecção realizada por fluorescência de Sybr Green e em triplicata técnica e experimental. A 

determinação da concentração e eficiência dos primers foram realizadas previamente 

(Scalabrini, LC. Dissertação de Mestrado, 2016). Para a reação de PCR em tempo real foram 

adicionados em cada poço de uma placa de 96 poços 3 µL do cDNA, 3 µL do mix de primers 

(forward e reverse) na concentração previamente determinada para os genes de interesse e 6 

µL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), de forma que os mesmos 

respeitem pré-requisitos otimizados para qRT-PCR conforme aconselhado pelo fabricante. A 

quantificação relativa dos genes alvos nas amostras foi determinada pelo método ΔΔCt 

utilizando como controle endógeno genes humanos de expressão constitutiva GAPDH ou β-

actina. 

 

3.12 Western Blotting 

Para extração de proteína a partir de cultura celular, as células foram lavadas duas vezes 

com solução PBS não contendo íons Mg2+ ou Ca2+, centrifugadas e o “pellet” celular 

ressuspendido em 2 volumes de tampão RIPA suplementado com inibidores de proteases. As 

proteínas totais foram quantificadas pelo método de Bradford. Alíquotas de 25μg de proteína 

foram submetidas a fracionamento vertical em gel de poliacrilamida – SDS 8% (SDS-PAGE). 
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Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi 

bloqueada “overnight” em solução de 5% de leite em PBSA Tween 0,1%. A membrana foi 

incubada em solução de anticorpo primário anti-panRas (OP-40, Merck Millipore), anti-HA-

tag (#H3663, Sigma-Aldrich), anti-AURKA/AIK (#4718, Cell Signaling), anti-Nanog D73G4 

(#4903S, Cell Signaling), anti-SOX2 L1D6A2 (#4900S, Cell Signaling), p-Src (Tyr416) 

(#2101, Cell Signaling), Src (Tyr416) (#2102, Cell Signaling) anti-α Tubulina (cs-3873, Cell 

Signaling®) ou anti-GAPDH (sc-25778, Santa Cruz). Após a lavagem em PBSA Tween 0,1%, 

a membrana foi incubada em solução de anticorpo secundário Anti-Mouse IgG (H+L) HPR 

Conjugate (#W4021, Promega) ou Anti-Rabbit IgG (H+L) HPR Conjugate (#W4011, 

Promega). A revelação foi realizada no aparelho “ChemiDoc” (Li-Cor®) por 

quimoluminescência com o substrato ELC (Cat# 32209, Thermo Scientific). A quantificação 

das bandas proteicas foi realizada por densitometria utilizando o software ImageJ. 

 

3.13 Ensaio de invasão e migração celular transwell 

Para a realização do ensaio de invasão e migração foram utilizadas câmaras bipartidas. 

Essas câmaras são compostas por dois compartimentos distintos, separados entre si por um 

filtro de policarbonato (“Individual Millicell cell culture inserts” – Millipore Corporate 

Headquarters), com poros de 8 μm de diâmetro. Esse sistema cria dois ambientes diferentes que 

permite a passagem voluntária das células de um lado para o outro do filtro, já que o diâmetro 

dos poros é menor que o diâmetro das células. 

Para os ensaios de migração e invasão celular, 5x104 células foram ressuspendidas em 

meio de cultura próprio para cada linhagem (sem soro fetal bovino) e foram adicionadas em 

triplicata a cada poço de insertos “Transwell” (poro de 8uM, Millipore) revestidos (ensaio de 
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invasão) ou não (ensaio de migração) com uma matriz de proteínas de membrana basal 

reconstituídas (Matrigel, BD Biosciences). O meio de cultura próprio para cada linhagem 

completo foi então adicionado a uma placa de cultura de 24 poços para servir como 

quimioatrativo. Após 24h ou 48h, as células foram coradas com Cristal Violeta 0.2%, seguida 

da remoção das células na camada superior da membrana dos insertos “Transwell” com um 

cotonete. Os insertos foram fotografados nas mesmas regiões em cada poço e a área de células 

que migraram para o outro lado da membrana foi quantificada pelo software ImageJ. 

Paro o ensaio de migração com as células HUVEC, seguimos o procedimento descrito 

acima, onde as células HUVEC foram ressuspendidas em meio condicionado obtido de células 

A549 u H358 com tratamento de interesse (ver item 3.14). Para o ensaio de resgate, 

adicionamos IL-8 (5 ng/ml) e VEGF (5 ng/ml) ao meio condicionado. 

 

3.14 Ensaio de formação de tubos endoteliais 

Para avaliar a formação de vasos, primeiramente realizamos a transfecção das células 

A549 e H358 com siRNA controle e siRNA para AURKA em placas de 6 poços. Após 72 horas, 

o meio utilizado na transfecção foi retirado e 0,5 mL de meio RPMI sem soro foi adicionado. 

O meio RPMI sem soro condicionado foi coletado para uso nos ensaios de angiogênese e 

migração após 24 h. Para os ensaios de formação de tubos as células HUVEC (Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells, Pooled, in EGM-2, LONZA®) foram plaqueadas em placas 

de 24 poços contendo uma cama de Matrigel (Corning®) com o meio condicionado das células 

A549 ou H358. Os poços foram observados e fotografados após 6 horas após o plaqueamento. 

Para cada poço foram tiradas 5 fotos das mesmas regiões e os tubos formados pelas células 

HUVEC foram contados por imagem. 
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3.15 Análise estatística 

Todos os resultados foram apresentados na forma de média e desvio padrão ou através 

de imagens representativas de 3 experimentos independentes. A normalidade foi avaliada pelo 

teste de D’Agostino-Pearson. Para comparação de 2 grupos, a significância foi determinada 

pelo teste student-t. Para comparação de 3 grupos ou mais foi utilizado o teste one-way 

ANOVA, sendo consideradas significativas diferenças com valor p ≤ 0.05. A análise estatística 

foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 7.  
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4 RESULTADOS 

4.1 A expressão de KRASG12V em células tumorais pulmonares promove a 

expressão de AURKA e marcadores de stemness. 

Considerando que diferentes estudos mostram que a KRAS oncogênica pode promover 

o fenótipo tronco tumoral (Hwang et al. 2020; Jo et al. 2020; Liu et al. 2021) e, considerando 

que os nossos próprios estudos mostram que a KRAS oncogênica promove a expressão de 

AURKA (dos Santos et al. 2016; Gomes-Filho et al. 2020), nós inicialmente resolvemos validar 

que a expressão de KRAS oncogênica em células pulmonares resulta em um aumento de 

expressão, tanto da AURKA como esperado, quanto de fatores conhecidos de stemness. Para 

isso, utilizamos células de adenocarcinoma pulmonar H1703 sem mutação endógena em KRAS 

engenheiradas para expressão induzível por doxiciclina de KRASG12V (células H1703-G12V). 

Como controle, utilizamos as células H1703 portadoras do vetor vazio e, portanto, sem 

capacidade de expressar KRASG12V na presença de doxiciclina (células H1703-TrexB). 

Primeiramente, investigamos a expressão de KRAS e AURKA nessas células. Nós 

observamos que na presença de doxiciclina, quando comparada à linhagem H1703-TrexB, a 

linhagem H1703-G12V apresenta maior expressão tanto de KRAS quanto de AURKA. É 

importante ressaltar que os primers utilizados no experimento de qPCR não são específicos 

para a forma mutada, de tal forma que a KRAS endógena presente em ambas as linhagens 

também é detectada neste ensaio. Por outro lado, a expressão protéica de KRASG12V pode ser 

identificada especificamente através do tag HA, que faz parte da construção utilizada para gerar 

a linhagem modificada. No entanto, as duas análises mostram maior expressão gênica e proteica 

de KRAS e AURKA na linhagem com expressão induzível de KRASG12V, indicando que o 
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sistema de fato leva ao aumento da expressão de KRAS oncogênica e, conforme esperado, a 

maior expressão de KRAS leva a um aumento de expressão de AURKA (Figura 8).  

 

Figura 8 – Células pulmonares H1703-G12V apresentam aumento de expressão de AURKA e 

KRAS mutado. Células H1703-TrexB (TrexB) e H1703-G12V (G12V) foram tratadas com doxiciclina 

2 µg/mL por 24 horas. (A) A expressão de KRAS (painel esquerdo), AURKA (painel direito) foi 

analisada através de RT-qPCR em cada linhagem indicada. Gapdh foi usado como controle endógeno 

para normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 

3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t 

(*p<0.05) comparando os grupos TrexB e G12V. (B) Os extratos proteicos foram coletados e avaliados 

através de Western Blotting com os anticorpos indicados, representado à esquerda. O anticorpo anti-HA 

(HA-Tag) foi utilizado para detecção de KRASG12V. As bandas proteicas correspondentes à AURKA 

foram quantificadas em relação ao controle endógeno (GAPDH) e normalizadas pela amostra de 

referência (TrexB). À direita, gráfico de 3 experimentos independentes para quantificação de AURKA. 

As imagens mostradas são representativas de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas 

foram realizadas através do teste student-t (n.s. - não significativo) comparando os grupos TrexB e 

G12V. 
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Em seguida avaliamos a expressão de genes de stemness nessas células e observamos 

que na presença de doxicilcina, quando comparada à linhagem H1703-TrexB, a linhagem 

H1703-G12V apresenta maior expressão dos genes relacionados a stemness ALDH, BMI, 

Nanog e Oct4 (Figura 9). 

 

Figura 9 – A expressão induzida de KRASG12V em células pulmonares leva ao aumento da 

expressão dos genes de stemness. Células H1703-TrexB (TrexB) e H1703-G12V (G12V) foram 

tratadas com doxiciclina 2 µg/mL por 24 horas e a expressão de ALDH (painel superior esquerdo), BMI 

(painel superior direito), Nanog (painel inferior esquerdo) e Oct4 (painel inferior direito) foi analisada 

através de RT-qPCR em cada linhagem indicada. Gapdh foi usado como controle endógeno para 

normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t 

(*p<0.05) comparando os grupos TrexB e G12V.  
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4.2 A inibição de AURKA reduz a formação de tumoresferas em células 

tumorais pulmonares de maneira dependente do status de KRAS 

Para avaliar se a inibição farmacológica de AURKA afeta preferencialmente o fenótipo 

tronco tumoral das células com KRAS mutado, nós utilizamos cultura de tumoresferas com as 

linhagens H1703-TrexB e H1703-G12V. Primeiramente, como controle, utilizamos a linhagem 

H1703-TrexB para avaliar se a doxiciclina poderia por si só afetar a capacidade de formação 

de tumoresferas na ausência de indução de KRASG12V. Não observamos nenhuma diferença na 

formação de tumoresferas na presença de diferentes concentrações de doxicilina, indicando que, 

nas concentrações testadas, este antibiótico não interfere neste ensaio (Figura 10). 

 

Figura 10 – A doxiciclina não interfere na formação de tumoresferas das células pulmonares 

H1703 TrexB. As células H1703 TrexB foram tratadas com doxiciclina (Dox) nas concentrações 

indicadas por 24 horas e então 1x103 células foram plaqueadas para formação de tumoresferas por 7 

dias. A cada 48 a 72 horas, as culturas de tumoresferas foram suplementadas com doxiciclina nas 

concentrações indicadas. (Painel superior) Quantificação do número de tumoresferas formadas. 

(Painel inferior) Imagens representativas de um experimento (n = 1) com 3 replicatas técnicas. 
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Como não foi observado um efeito da doxiciclina na formação de tumoresferas da 

linhagem H1703-TrexB, avaliamos como a inibição farmacológica de AURKA afeta a 

capacidade das células H1703-G12V e H1703-TrexB de formar tumoresferas na presença de 

doxiciclina. Embora a linhagem H1703-G12V tenha apresentado um número médio de 

tumoresferas maior que a linhagem H1703-TrexB na ausência de inibição da AURKA, este 

aumento não foi estatisticamente significativo. Interessantemente, observamos que a linhagem 

H1703-G12V forma tumoresferas maiores, o que é condizente com um efeito proliferativo 

causado pela presença de KRASG12V. Finalmente, ao inibirmos a AURKA farmacologicamente, 

observamos uma redução tanto do número quanto do tamanho das tumoresferas formadas para 

ambas as células, mas a redução no número de esferas formadas só foi significativa na linhagem 

H1703-G12V (Figura 11), indicando que a inibição de AURKA inibe preferencialmente a 

formação de tumoresferas da linhagem que expressa KRASG12V. Além de diminuir o fenótipo 

tronco tumoral (Scalabrini 2016), a inibição de AURKA também diminui a proliferação celular, 

o que pode ter refletido na diminuição do tamanho das tumoresferas.  

Esses resultados indicam que a inibição farmacológica de AURKA tem maior efeito em 

células com KRAS oncogênica. Observa-se uma redução na formação de tumoresferas mais 

acentuada na linhagem H1703-G12V, indicando que a via KRAS-AURKA possivelmente está 

envolvida com a aquisição do fenótipo tronco tumoral dessas células. 
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Figura 11 – A inibição farmacológica de AURKA reduz preferencialmente a formação de 

tumoresferas de células pulmonares com KRAS oncogênica. As células H1703 TrexB e H1703 

G12V foram tratadas com doxiciclina 2 µg/mL por 24 horas e então 1x103 células foram plaqueadas 

com o inibidor seletivo de AURKA MLN 20 nM ou o controle DMSO (veículo) para formação de 

tumoresferas por 7 dias. A cada 48 a 72 horas, as culturas de tumoresferas foram suplementadas com 

doxiciclina nas concentrações indicadas. (Painel superior) Quantificação do número de tumoresferas 

formadas. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos 

independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA comparando 

os 4 grupos, onde **** p < 0,0001, n.s. – não significativo. (Painel inferior) Imagens representativas 

de 3 experimentos independentes. 

 

Como a via KRAS-AURKA promove o fenótipo tronco na linhagem H1703 com 

expressão induzível de KRASG12V, nós resolvemos investigar se a inibição de AURKA também 

afetaria o fenótipo tronco de linhagens portadoras de mutação oncogênica em KRAS. Para isso, 

utilizamos as linhagens células A549 e H358, ambas portadoras de KRAS mutado. Parte desta 

análise foi realizada no projeto de mestrado, onde demonstramos que a inibição farmacológica 

de AURKA e AURKB com o inibidor dual AI II ou a inibição por interferência de RNA de 

AURKA nestas células reduz a capacidade de formação de tumoresferas (Scalabrini 2016).  

Como o inibidor dual AI II tem uma seletividade maior para AURKB (IC50 = 310 nM 

para AURKA e IC50 = 240 nM para AURKB, Calbiochem®), nós investigamos se a inibição 
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farmacológica com o inibidor altamente seletivo para AURKA Alisertib (MLN, IC50 = 1,2 nM, 

SelleckChem®), também reduziria a capacidade de formação de tumoresferas. Para isso, 

realizamos um ensaio de formação de tumoresferas com passagens seriadas para avaliar, in 

vitro, se a inibição de AURKA reduziria a capacidade de autorrenovação dessas células. 

As células foram tratadas com MLN 20 e 50 nM uma única vez para plaqueamento das 

tumoresferas primárias e cultivadas como tumoresferas por 3 passagens. A inibição da atividade 

de AURKA foi confirmada após 24 h de tratamento através da redução na fosforilação de SRC 

no resíduo T416, que é substrato da AURKA (Do et al. 2014) (Figura 12). Neste ponto nós 

observamos inibição da fosforilação de SRC apenas na concentração de 50 nM de MLN, 

indicando uma inibição efetiva da atividade de AURKA. O fato de não termos observado uma 

redução da fosforilação de SRC com MLN na concentração de 20 nM pode se dever à cinética 

de inibição, sendo que nesta concentração é possível que a inibição ocorra em tempos mais 

curtos, sendo que em 24h mecanismos de retroalimentação podem ser suficientes para restaurar 

a fosforilação de SRC. É comum que a inibição da fosforilação de substratos por inibidores de 

quinases ocorra de forma temporária, com diferentes cinéticas depedendo da dose utilizada. No 

entanto, sabemos que o MLN é capaz de causar inibição da atividade de AURKA na 

concentração de 20 nM, demonstrado pelo nosso grupo (dos Santos 2016, tese de doutorado).  
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Figura 12 - A inibição da atividade de AURKA em células A549 e H358 mediada por Alisertib 

(MLN). Células A549 e H358 foram tratadas com a condição controle DMSO (veículo), e com o 

inibidor farmacológico seletivo MLN 20 e 50 nM por 24 horas e a expressão proteica de p-Src e Src foi 

avaliada por Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas correspondentes à p-

Src foram quantificadas em relação a Src total, e a Src total foi quantificada em relação ao endógeno 

Gapdh, ambas normalizadas pela amostra de referência (DMSO). 

 

Com ambas as linhagens observamos, que na ausência de inibição de AURKA, houve 

formação de um número semelhante de tumoresferas na primeira e segunda passagens, com 

redução na terceira passagem (Figura 12). Entretanto esta redução foi mais significativa para a 

linhagem A549, o que pode refletir uma menor quantidade de CITs com capacidade de 

autorrenovação nesta linhagem. Interessantemente, na linhagem A549, observamos também 

que o tamanho das tumoresferas foi se tornando menor com cada passagem, mesmo na ausência 

de inibidor, sendo que na passagem terciária observamos poucas e pequenas tumoresferas, e 

uma grande quantidade de pequenos grumos de células que não foram consideradas como 

tumoresferas (Figura 13A), o que pode indicar uma perda gradativa do poder de 

autorrenovação das CITs neste ensaio nesta linhagem. Na linhagem H358, por outro lado, 

embora tenhamos também observado uma redução no número de tumoresferas formadas na 

terceira passagem na ausência de inibidor, não houve redução no tamanho das tumoresferas nas 
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3 passagens, o que pode indicar que esta linhagem possui maior quantidade de CITs com 

capacidade de autorrenovação. 

Mais importante, estas linhagens apresentaram redução na formação de tumoresferas na 

presença de inibição da AURKA com Alisertib (MLN), embora com cinética diferente. Na 

linhagem A549, observamos uma redução significativa na formação de tumoresferas em todas 

as passagens, enquanto na linhagem H358, uma redução significativa na formação de 

tumoresferas só foi observada a partir da segunda passagem (Figura 13B).  

Entretanto, como uma redução significativa no número de tumoresferas formadas foi 

observado nas passagens secundária e terciária em ambas as linhagens tratadas com Alisertib, 

e como o tratamento com Alisertib foi realizado apenas na primeira passagem, esses resultados 

sugerem que a inibição farmacológica seletiva de AURKA leva à perda do potencial de 

autorrenovação in vitro, indicando que AURKA possui um importante papel no 

desenvolvimento de tumoresferas e aquisição do fenótipo tronco tumoral. 
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Figura 13 – A inibição de AURKA leva à perda da capacidade de autorrenovação in vitro das 

células tumorais pulmonares A549 e H358. As células A549 (A) e H358 (B) foram tratadas uma única 

vez com Alisertib (MLN) nas concentrações indicadas ou com DMSO 0,1% (Controle ou Ctrl) e então 

1x103 células A549 e 5x103 células H358 foram plaqueadas para formação de tumoresferas primárias. 

Os mesmos números de células de cada linhagem foram utilizados no plaqueamento das culturas 

secundárias e terciárias. Ao final de cada passagem, as esferas foram contadas e fotografadas. 

(Esquerda) Quantificação do número de tumoresferas formadas. Os gráficos de Scatter Plot com 

distribuição dos números de tumoresferas com barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way ANOVA 

comparando os grupos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001, **** p < 0,0001, ns – não 

significativo. (Direita) Imagens representativas de três experimentos independentes. 
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4.3 Identificação de estratégias para purificação de células iniciadoras de 

tumor 

Utilizando o ensaio de formação de tumoresferas como modelo de enriquecimento de 

CITs, mostramos que as linhagens de adenocarcinoma pulmonar com mutação em KRAS 

apresentam um enriquecimento do fenótipo tronco tumoral, e que a inibição de AURKA reduz, 

não só a capacidade destas linhagens de formarem tumoresferas, bem como reduz a capacidade 

de autorrenovação das tumoresferas formadas. Estes resultados se somam a resultados obtidos 

no mestrado, onde mostramos que a inibição de AURKA reduz a expressão de marcadores de 

célula tronco e a clonogenicidade das células oriundas de tumoresferas (Scalabrini 2016). 

Para obter um maior nível de enriquecimento de células tronco do que o obtido com a 

cultura de tumoresferas e para podermos purificar as CITs, resolvemos investigar marcadores 

de superfície que já haviam sido descritos em CITs pulmonares. Primeiramente, investigamos 

o CD44 como possível marcador combinado ao CD24 (Zhang et al. 2019) para obtenção de 

uma população com fenótipo tronco tumoral, em vista do aumento da expressão de CD24 e de 

CD44 nas tumoresferas das linhagens A549 e H358 (Figura 14). 
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Figura 14 – As tumoresferas apresentam maior expressão dos marcadores de superfície CD24 e 

CD44. As linhagens A549 (Esquerda) e H358 (Direita) foram cultivadas na forma aderente ou na forma 

de tumoresferas e a expressão de CD44 e CD24 foi analisada através de RT-qPCR conforme indicado. 

Gapdh foi usado como controle endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de barras 

representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas 

foram realizadas através do teste student-t (** p < 0,01, **** p < 0,0001) comparando os grupos 

Aderente e Tumoresfera. 

 

Em seguida, avaliamos a marcação do CD24 e CD44 isoladamente em ambas as 

linhagens aderentes, por citometria de fluxo, mostrando que ambos os marcadores são altamente 

expressos na superfície de ambas as linhagens. Observamos uma expressão de 73,1% e 93,6% 

do CD24, e de 96,4% e 80,1% do CD44 na A549 e H358, respectivamente (Figura 15).  
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Figura 15 – As linhagens A549 e H358 apresentam alta marcação de superfície para os marcadores 

de stemness CD24 e CD44. Ensaio representativo de citometria de fluxo dos marcadores de células 

tronco tumorais CD24 (CD24-FITC) e CD44 (CD44-PE) nas células A549 (acima) e H358 (abaixo) 

oriundas de cultura aderente. O espalhamento de luz frontal (Fsc) e lateral (Ssc) foram usados para 

selecionar células vivas para análise. O histograma de dois eixos representa o número de eventos 

registrados em função do nível de fluorescência para FITC (CD24-FITC) ou PE (CD44-PE) no eixo 

horizontal e espalhamento de luz frontal (Fsc) no eixo vertical usando uma escala logarítmica. O limiar 

para detecção de células positivas (área retangular) foi determinado arbitrariamente usando células A549 

e H358 não marcadas como referências negativas para cada linhagem. A porcentagem de células 

positivas para cada marcador de superfície está indicada. 

 

Em seguida, resolvemos investigar se a dupla marcação CD44+/CD24+ apresentaria uma 

expressão diferenciada nas tumoresferas, considerando que ambas as linhagens apresentam 

aumento da expressão de ambos os marcadores nas tumoresferas. Realizamos então uma 

citometria de fluxo com a marcação dupla CD44/CD24, primeiramente nas células H358, 

comparando a expressão desses marcadores em células aderentes e células oriundas de 
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tumoresferas, com seus respectivos controles, os quais consistiam em células aderentes ou 

oriundas de tumoresferas sem marcação (Figura 16). 

 

Figura 16 – Tumoresferas oriundas da linhagem H358 não apresentam enriquecimento de células 

com dupla marcação para CD24/44. Análise por citometria de fluxo dos marcadores de superfície 

CD24 (CD24-FITC) e CD44 (CD44-PE) nas células H358 oriundas de cultura aderente ou de 

tumoresferas conforme indicado. Foram realizadas duas citometrias para comparação da marcação 

CD44/CD24 nas células aderentes e nas tumoresferas. O espalhamento de luz frontal (Fsc) e lateral (Ssc) 

foram usados para selecionar células vivas para análise. O histograma de dois eixos representa o número 

de eventos registrados em função do nível de fluorescência para FITC (CD24-FITC) no eixo horizontal 

e PE (CD44-PE) no eixo vertical usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células 

positivas (quadrantes superiores e inferior direito) foi determinado arbitrariamente usando células H358 

aderentes ou tumoresferas não marcadas, como referência negativa. A porcentagem de células positivas 

para cada marcador está indicada em seus respectivos quadrantes. 

 

No entanto, além de não observarmos uma alta marcação para CD44 e CD24 nas células 

aderentes como havíamos obervado na citometria simples (Figura 15), nós observamos que 

não houve um enriquecimento desses marcadores nas tumoresferas para uma das citometrias e 

para a outra observamos um enriquecimento apenas da população CD44+.  

Devido à inconsistência da expressão detes marcadores considerando diferentes 

experimentos, nós resolvemos investigar outros marcadores de CITs já descritos na literatura 
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para câncer de pulmão, como CD90, CD326 e CXCR4 (Nian et al. 2011; Yan et al. 2013; Zhu 

et al. 2016).  

Realizamos então citometria com anticorpos para todos esses marcadores 

individualmente para verificar a presença e a abundância de cada um na população celular. 

Desta forma, determinamos os marcadores mais promissores em cada linhagem (Figura 17). 

 

Figura 17 - Citometria de fluxo para análise dos marcadores de stemness CXCR4, CD90 e CD326 

nas células A549 e H358. Ensaio representativo de citometria de fluxo dos marcadores de células tronco 

tumorais CXCR4 (CXCR4-APC), CD90 (CD90-APC) e CD326 (CD326-APC) nas células A549 

(acima) e H358 (abaixo) oriundas de cultura aderente. O espalhamento de luz frontal (Fsc) e lateral (Ssc) 

foram usados para selecionar células vivas para análise. O histograma de dois eixos representa o número 

de eventos registrados em função do nível de fluorescência para APC no eixo horizontal e espalhamento 

de luz frontal (Fsc) no eixo vertical usando uma escala logaritmica. O limiar para detecção de células 

positivas (área retangular) foi determinado arbitrariamente usando células A549 e H358 não marcadas 

como referências negativas para cada linhagem. A porcentagem de células positivas para cada marcador 

de superfície está indicada. 
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O objetivo desta análise era selecionar um marcador que fosse capaz de identificar 

subpopulações distintas em ambas as linhagens e investigar o fenótipo tronco tumoral nas 

células purificadas. Neste sentido, observamos que os marcadores CD90 e CD326 não são bons 

candidatos, pois apresentam expressão muito discrepante quando comparamos as duas 

linhagens ou são expressos em todas as células de uma das linhagens. Enquanto o CD90 é 

altamente expresso na A549 (79,9%) e apresenta baixa expressão na linhagem H358 (4,98%), 

o CD326 é expresso em praticamente todas as células da linhagem H358 (99,9%), o que não 

permitira a purificação de uma subpopulação enriquecida usando este marcador.  Selecionamos 

então o marcador CXCR4, que estava expresso em 39,1% das células A549 e 31% das células 

H358, para continuar as análises. Primeiramente, avaliamos a expressão de CXCR4 em 

tumoresferas e observamos que a expressão do mesmo se encontrava aumentada nas 

tumoresferas de ambas as linhagens (Figura 18).  

 

Figura 18 – As tumoresferas das linhagens A549 e H358 apresentam maior expressão de CXCR4. 

As linhagens A549 (esquerda) e H358 (direita) foram cultivadas na forma aderente (Aderente) ou na 

forma de tumoresferas (Esfera) e a expressão de CXCR4 foi analisada através de RT-qPCR. Gapdh foi 

usado como controle endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a 

média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 

através do teste student-t (** p < 0,01, *** p< 0,001). 

 

Com base no fato de que o aumento de expressão de CXCR4 nas tumoresferas oriundas 

da linhagem H358 foi maior e no fato de que as células H358 apresentam maior autorrenovação 
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de CITs, nós realizamos primeiramente a purificação das células CXCR4 positivas (CXCR4+) 

na linhagem H358. Para isso, primeiro utilizamos as células H358 sem marcação (Branco), para 

determinar o nível de autofluorescência dessas células no canal do APC. Em seguida, para 

purificação de células CXCR4+ por citometria de fluxo, aproximadamente 3.107 células H358 

tratadas com o marcador CXCR4-APC foram passadas no citômetro. Para obter populações 

fenotipicamente distintas entre si, escolhemos recuperar aproximadamente 10% a 15% de 

células das extremidades negativas (CXCR4-) e positivas (CXCR4+), como pode ser observado 

nas seleções P3 e P4, respectivamente, na Figura 19. Foram recuperadas ao final da purificação, 

aproximadamente, 5.105 células de cada seleção, que foram utilizadas em ensaios de citometria 

de fluxo, PCR, formação de tumoresferas e colônias. 

Para avaliar a expressão de genes diferencialmente expressos nas populações CXCR4+ 

e CXCR-, realizamos RT-qPCR para genes de stemness e EMT (CXCR4, Nanog, Oct4, N-

cadherin, Fibronectina, Slug, Snail e Vimentina), e observamos um aumento na expressão 

desses genes na população CXCR4+ em relação a população CXCR4- (Figura 20). Podemos 

observar que a população CXCR4+, de fato, tem maior expressão gênica de CXCR4, assim 

como de AURKA e KRAS. 
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Figura 19 - Estratégia de purificação por citometria de fluxo das populações CXCR4+ e CXCR4- 

oriundas da linhagem H358. Ensaio de citometria de fluxo usado para definir os gates a serem usados 

para purificação das células CXCR4+ e CXCR4-. O espalhamento de luz frontal (Fsc) e lateral (Ssc) 

foram usados para selecionar células vivas para análise (seleção P1) e excluir doublets (seleção P2) tanto 

nas células não marcadas (Branco), quanto nas células marcadas (CXCR4). Para determinar o nível de 

autofluorescência no canal APC-A a ser usado para medir a expressão de CXCR4, células H358 sem 

marcação (Branco) foram avaliadas de acordo com o histograma de dois eixos representando o número 

de eventos registrados em função do nível de fluorescência para APC-A no eixo horizontal e 

espalhamento de luz frontal (Fsc) no eixo vertical usando uma escala logarítmica (gráfico inferior 

esquerdo), sendo esta análise usada para definir o gate para identificação de células CXCR4+ nas células 

H358 marcadas (gráfico inferior direito), sendo as células H358 parentais tratadas com o anticorpo 

CXCR4-APC separadas em células CXCR4- (seleção P3) e CXCR4+ (seleção P4). 
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Figura 20 - Expressão gênica de genes de stemness e EMT é aumentada nas populações H358 

CXCR4+. Análise da expressão dos alvos de interesse AURKA e KRAS, dos genes de stemness 

CXCR4, Nanog, Oct4, e dos genes de EMT Fibronectina, Vimectina, N-caderina (N-Cadh), Slug e Snail 

nas células H358 CXCR4+ e H358 CXCR4- por PCR em tempo real. Actina foi usada como controle 

endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão 

(SD) de 3 replicatas técnicas (n = 1).  

  

Entretanto, ao contrário do esperado, ao realizarmos cultura de tumoresferas com as 

populações purificadas, observamos uma diminuição no número de tumoresferas formadas na 

população CXCR4+ (Figura 21). Este resultado foi inesperado já que este ensaio permite o 

crescimento preferencial de células oriundas de CITs in vitro, sendo que o número de esferas 

formadas deve se correlacionar com o número de CITs presentes na população original. 
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Figura 21 - Redução da capacidade de formação de tumoresferas de células H358 CXCR4+. As 

células H358 Branco recuperadas do sorting, CXCR4- e CXCR4+ purificadas foram plaqueadas para 

formação de tumoresferas primárias. (Esquerda) Gráfico representativo de duplicata técnica. (Direita) 

Imagem representativa do ensaio. Não foi realizado teste estatístico por se tratar de um único 

experimento (n = 1). 

 

Para avaliar a capacidade das células CXCR4+ de se diferenciarem em células CXCR4-

, comportamento esperado de CITs, realizamos uma citometria de fluxo ao final da cultura de 

tumoresferas e observamos que a cultura oriunda de células CXCR4+ era composta de 

aproximadamente 96,1% de células positivas para o CXCR4, enquanto a cultura oriunda das 

células CXCR4- era composta de somente 7,33% de células positivas para CXCR4 (Figura 

22), indicando que não houve diferenciação significativa neste ensaio. Isto pode se dever ao 

fato de que a cultura de tumoresferas favorece o fenótipo tronco. 

 Além disso, realizamos um ensaio de formação de colônia com células oriundas das 

tumoresferas formadas a partir das células CXCR4+ e CXCR4- e, consistente com os resultados 

obtidos para a cultura de tumoresferas, nós observamos uma diminuição no número de colônias 

formadas a partir das células oriundas de tumoresferas das células H358 CXCR4+ (Figura 23).  
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Figura 22 - Células H358 CXCR4+ não dão origem a células CXCR4- após cultura de 

tumoresferas. As tumoresferas formadas a partir das células H358 CXCR4- e H358 CXCR4+ foram 

analisadas por citometria de fluxo para o marcador de superfície CXCR4 (CXCR4-APC). O 

espalhamento de luz frontal (Fsc) e lateral (Ssc) foram usados para selecionar células vivas para análise. 

O histograma de dois eixos representa o número de eventos registrados em função do nível de 

fluorescência para APC no eixo horizontal e espalhamento de luz frontal (Fsc) no eixo vertical usando 

uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células positivas (área retangular) foi determinado 

arbitrariamente usando células H358 não marcadas como referência negativa. A porcentagem de células 

positivas para CXCR4 está indicada em cada caso. 

 

 

Figura 23 - Redução da capacidade de formação de colônias de células H358 CXCR4+. As 

tumoresferas oriundas das células H358 CXCR4- e CXCR4+ purificadas foram dissociadas e 

plaqueadas em placas aderentes para formação de colônias. Após 15 dias, as colônias formadas foram 

coradas com cristal violeta e fotografadas. (Esquerda) Gráfico representativo de duplicata técnica. 

(Direita) Imagem representativa do ensaio. Não foi realizado teste estatístico por se tratar de um único 

experimento (n = 1). 
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Estes resultados nos fizeram excluir o CXCR4 como um bom marcador para purificação 

de CITs pulmonares, uma vez que os resultados obtidos não foram consistentes, sendo que, por 

um lado, observamos um aumento da expressão de genes de stemness e EMT nas células 

CXCR4+, mas por outro lado, houve uma diminuição da formação de tumoresferas e de 

colônias aderentes nestas células.  

Em conclusão, a nossa busca por um bom marcador de superfície enriquecido em 

tumoresferas para purificação de CITs pulmonares não foi bem-sucedida, sendo que 

observamos uma grande variação dos marcadores de células tronco candidatos nas linhagens 

A549 e H358, além de não conseguirmos validar uma correlação entre a expressão do marcador 

mais promissor e o fenótipo tronco-tumoral. Considerando essa variabilidade e inconsistência, 

optamos por utilizar uma abordagem alternativa para purificar CITs independentemente de 

marcadores de superfície, por meio da geração de linhagens celulares H358 e A549 expressando 

estavelmente o gene repórter GFP regulado por 6 cópias de um elemento do promotor de Nanog 

(marcador de stemness), nomeado SORE6 nesse sistema, que se liga aos fatores de transcrição 

de célula tronco SOX2 e Oct4 (Tang et al. 2015). 

As células A549-SORE6 e H358-SORE6 foram geradas a partir de transdução com 

partículas lentivirais portadoras da construção SORE6-GFP e, após a determinação da 

concentração ideal de puromicina a ser usada em cada linhagem, as células A549 e H358 

transduzidas foram selecionadas com puromicina nas concentrações de 2 µg/mL e 0,35 µg/mL, 

respectivamente. Após a seleção das células transduzidas, nós determinamos por citometria de 

fluxo, a proporção de células em cada linhagem positivas para o gene repórter GFP e, portanto, 

com expressão aumentada dos fatores de transcrição de células tronco SOX2 e Oct4. Nós 

observamos a presença de aproximadamente 10% de células GFP positivas (SORE6-GFP+) na 

linhagem A549 e de 70% na linhagem H358 (Figura 24), confirmando nossos achados iniciais 

de que a linhagem H358 apresenta maior fenótipo tronco-tumoral. 
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Figura 24 – A linhagem H358 apresenta uma proporção maior que a linhagem A549 de células 

SORE6-GFP+. (A) Ensaio representativo de citometria de fluxo para detecção de células SORE6-GFP+ 

em culturas aderentes das linhagens A549 (acima) e H358 (abaixo). O espalhamento de luz frontal (Fsc) 

e lateral (Ssc) foram usados para selecionar células vivas para análise. O histograma de dois eixos 

representa o número de eventos registrados em função do nível de fluorescência para o canal FITC 

(GFP) no eixo horizontal e espalhamento de luz frontal (Fsc) no eixo vertical usando uma escala 

logarítmica. O limiar para detecção de células positivas (área retangular) foi determinado 

arbitrariamente usando células H358 e A549 SORE6-Controle como referência negativa. A 

porcentagem de células SORE6-GFP+ está indicada em cada caso. (B) Imagens representativas das 

células A549 SORE6-GFP+ (acima) e H358 SORE6_GFP+ (abaixo) expressando GFP (em verde) por 

microscopia de fluorescência.  

 

De fato, ao analisarmos a expressão gênica de Oct4 e Nanog, e expressão proteica de 

Nanog e SOX2 nas linhagens A549 e H358, observamos uma expressão significativamente 

maior dessas proteínas na linhagem H358, mesmo nas células oriundas da cultura aderente 

(Figura 25), o que corrobora os nossos resultados anteriores para esta linhagem. Além disso, 

confirmando que a expressão de SOX2, Oxt4 e Nanog está relacionada ao fenótipo tronco-

tumoral, observamos aumento da expressão destes fatores nas tumoresferas das duas linhagens 

(Figura 24).  
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Figura 25 - Células A549 e H358 oriundas de tumoresferas possuem maior expressão dos fatores 

de transcrição de stemness SOX2, Oct4 e Nanog. (A) As linhagens A549 (acima) e H358 (abaixo) 

foram cultivadas na forma aderente (Aderente) ou na forma de tumoresferas (tumoresferas) e a expressão 

de Oct4 e Nanog foi analisada através de RT-qPCR conforme indicado. Gapdh foi usado como controle 

endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão 

(SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-

t (** p < 0,01, *** p < 0,001). (B) As linhagens A549 (esquerda) e H358 (direita) foram cultivadas na 

forma aderente (Aderentes) ou na forma de tumoresferas (Tumoresferas) e os extratos proteicos foram 

coletados e avaliados através de Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas 

correspondentes à SOX2 e Nanog nas imagens representativas (acima) foram quantificadas em relação 

ao controle endógeno (-tubulina) e normalizadas pela amostra de referência (Aderentes). Abaixo estão 

os gráficos de 3 experimentos independentes para quantificação de SOX2 e Nanog. As imagens 

mostradas são representativas de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram 

realizadas através do teste student-t (* p < 0,05, n.s. – não significativo). 

 

Avaliamos em seguida se a inibição da expressão de AURKA reduz a expressão proteica 

desses fatores de transcrição, e observamos uma expressão reduzida com inibição de AURKA 

com siRNA na linhagem H358. Na A549 não foi possível avaliar a redução da expressão devido 

à baixa expressão dessas proteínas nessa linhagem (Figura 26). 
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Figura 26 – A inibição de AURKA em células H358 levam à redução da expressão de genes de 

stemness. Células A549 e H358 foram transfectadas com RNA de interferência controle, sem homologia 

a genes humanos conhecidos (siCtrl) e com RNA de interferência para AURKA (siAURKA) por 96 

horas e a expressão proteica de AURKA, SOX2 e Nanog foi avaliada por Western Blotting com os 

anticorpos indicados. Esquerda) Imagens representativas de 2 experimentos independentes. As bandas 

proteicas correspondentes à AURKA, Nanog e SOX2 foram quantificadas em relação ao controle 

endógeno (-tubulina) e normalizadas pela amostra de referência (siCtrl). Direita) Gráficos de 2 

experimentos independentes para quantificação de AURKA, SOX2 e Nanog.  . 

 

 É importante mencionar que os planos de caracterização das linhagens SORE6-GFP, 

que incluía avaliar o fenótipo tronco tumoral e a inibição da AURKA em células GFP positivas 

purificadas dessas linhagens foram interrompidos em decorrência da pandemia do novo 

Coronavírus, que teve início em março de 2020 e impactou significativamente o andamento 

deste trabalho, uma vez que os serviços separação celular por citometria de fluxo ficaram 

indisponíveis. No entanto, consideramos de suma importância a apresentação dos resultados 

obtidos até o momento com essas células. 
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4.4 Tumoresferas de linhagens pulmonares possuem maior capacidade 

migratória e invasiva. 

Como frequentemente a aquisição de propriedades tronco (stemness) é acompanhada 

pela aquisição de propriedades mesenquimais, migratórias e invasivas (Lawson et al. 2015), 

características importantes do processo metastático, nós avaliamos se estas características 

malignas estariam aumentadas em células oriundas de tumoresferas das nossas linhagens 

pulmonares, que apresentam enriquecimento de características tronco-tumorais.   

Primeiramente, através de ensaios de migração transwell, determinamos que quando 

comparadas às células A549 e H358 aderentes, as células A549 e H358 oriundas de 

tumoresferas apresentam um aumento de 45% e 76% na sua capacidade migratória, 

respectivamente (Figura 27).  

 

Figura 27 – Células A549 e H358 oriundas de tumoresferas possuem maior capacidade migratória. 

As linhagens A549 (A) e H358 (B) foram cultivadas na forma aderente ou na forma de tumoresferas e 

submetidas a ensaio de migração transwell. As células que migraram foram coradas com cirstal violeta 

e quantificadas. (Esquerda) Quantificação da área ocupada por células migratórias. Os gráficos de 

barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises 

estatísticas foram realizadas através do teste student-t (*** p< 0,001, **** p < 0,0001). (Direita) 

Imagens representativas de 3 experimentos independentes. 
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Em seguida, determinamos, através de ensaios de invasão transwell, que as células 

oriundas de tumoresferas de ambas as linhagens apresentam capacidade invasiva aumentada, 

tendo observado um aumento em relação às células aderentes de 20% e 75%, nas linhagens 

A549 e H358 respectivamente (Figura 28). Estes resultados são condizentes com o 

enriquecimento de CITs nas tumoresferas e mostram que células com fenótipo tronco tumoral 

também possuem maior fenótipo migratório e invasivo. 

 

Figura 28 – Células A549 e H358 oriundas de tumoresferas possuem maior capacidade invasiva. 

As linhagens A549 (A) e H358 (B) foram cultivadas na forma aderente (Aderente) ou na forma de 

tumoresferas (Tumoresfera) e submetidas a ensaio de invasão transwell. As células que invadiram foram 

coradas com cirstal violeta e quantificadas. Esquerda) Quantificação da área ocupada por células 

invasivas. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos 

independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t (* p < 0,05, **** p < 

0,0001). Direita) Imagens representativas de 3 experimentos independentes.  

 

Finalmente, investigamos o nível de expressão de fatores importantes para EMT nas 

tumoresferas apenas da H358, linhagem cujas tumoresferas apresentaram maior aumento do 

fenótipo migratório e invasivo. O objetivo foi investigar se o ganho da capacidade de migração 



84 

 

 

 

e o aumento da capacidade de invasão estariam correlacionados com um aumento do nível de 

expressão desses fatores. Nós observamos que, quando comparadas com células cultivadas de 

forma aderente, células H358 oriundas de tumoresferas apresentaram um aumento significativo 

de 886% na expressão de Vimentina e 81% na expressão de Slug. Além disso, observamos um 

aumento de 27% e 76% na expressão de Syndecan e Fibronectina. Por outro lado, não 

observamos alteração da expressão de Snail (Figura 29).  

,

 

Figura 29 - Células oriundas de tumoresferas possuem maior expressão de genes de EMT na 

linhagem H358. A linhagem H358 foi cultivada na forma aderente ou na forma de tumoresferas e a 

expressão dos genes de EMT Fibronectina, Vimentina, Slug, Snail e Syndecan foi analisada através de 

RT-qPCR. Gapdh foi usado como controle endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de 

barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 2 experimentos independentes.  
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4.5 Inibição da AURKA reduz o fenótipo migratório e invasivo 

Para avaliar o papel da AURKA sobre características malignas correlacionadas com a 

capacidade metastática e com o fenótipo tronco-tumoral, primeiramente realizamos a inibição 

de AURKA nestas linhagens por interferência de RNA, tendo obtido uma redução média de 

expressão de AURKA ao nível de RNA de 93 e 91 % e de proteína de 77 e 83% nas linhagens 

A549 e H358, respectivamente (Figura 30). Em seguida, através de ensaios de migração 

transwell, determinamos que a inibição de expressão de AURKA reduz a capacidade migratória 

das células A549 em 49% (Figura 31). Não foi possível realizar esse experimento na linhagem 

H358, pois essas células apresentam fenótipo migratório muito reduzido na condição aderente 

in vitro (ver Figura 27). 
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Figura 30 – Inibição de AURKA com RNA de interferência nas células A549 e H358. As células 

A549 e H358 foram transfectadas com RNA de interferência controle, sem homologia a genes humanos 

conhecidos (siCtrl) e com RNA de interferência para AURKA (siAURKA). (A) Após 72h a expressão 

de AURKA foi analisada através de RT-qPCR. Actina foi usada como controle endógeno para 

normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t (**** p 

< 0,0001). (B) Após 96h os extratos proteicos foram coletados e avaliados através de Western Blotting 

com os anticorpos indicados. As bandas proteicas correspondentes à AURKA foram quantificadas nas 

imagens representativas (acima) em relação ao controle endógeno (-tubulina) e normalizadas pela 

amostra de referência (siCtrl). Abaixo estão os gráficos de 3 experimentos independentes para 

quantificação de AURKA. As imagens mostradas são representativas de 3 experimentos independentes. 

As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t (*** p < 0,001). 
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Figura 31 – A inibição da expressão de AURKA promove uma diminuição da capacidade 

migratória das células A549. Células A549 foram transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA 

para AURKA (siAURKA). Após 72 horas as células foram submetidas a ensaio de migração transwell 

e as células que migraram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. Esquerda) Quantificação 

da área ocupada por células migratórias. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão 

(SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-

t (*** p < 0,0005). Direita) Imagens representativas de 3 experimentos independentes. 

 

Apesar de possuírem atividade migratória extremamente limitada na condição aderente 

(ver Figura 27) in vitro, as células H358 possuem capacidade invasiva nesta condição em 

ensaios transwell, o que sugere que, tanto a aquisição do fenótipo tronco, quanto a sinalização 

mediada por proteínas de matriz presentes no Matrigel são cruciais para ativar a migração destas 

células. Desta forma, nós avaliamos em ambas as linhagens como a inibição de AURKA afeta 

a capacidade invasiva celular e determinamos que a inibição de AURKA causa uma redução na 

capacidade invasiva de 31% e 59% nas linhagens A549 e H358, respectivamente (Figura 32). 
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Figura 32 – A inibição da expressão de AURKA promove uma diminuição da capacidade invasiva 

das células A549 e H358. Células A549 (A) e H358 (B) foram transfectadas com siRNA controle 

(siCtrl) ou siRNA para AURKA (siAURKA). Após 72 horas as células foram submetidas a ensaio de 

invasão transwell e as células que invadiram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. 

(Esquerda) Quantificação da área ocupada por células invasivas. Os gráficos de barras representam a 

média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 

através do teste student-t (**** p < 0,0001). (Direita) Imagens representativas de 3 experimentos 

independentes. 

 

Para investigar quais vias estão sendo reguladas pela inibição de AURKA na redução 

da capacidade de migração e invasão, investigamos a expressão de genes envolvidos na EMT 

após inibição de AURKA com siRNA. Para a A549, observamos uma redução de 63% apenas 

de Snail, e um aumento de 96% de Slug, 119% de Vimentina, 76% de Vimentina e 26% de 

Syndecan. Enquanto na H358 observamos uma redução de 56% de Snail, 41% da Fibronectina 

e 49% do Syndecan, um aumento discreto de 7% de Slug e de 13% de Vimentina (Figura 33). 

Embora tenhamos observado uma redução de vários fatores ligados a EMT apenas na linhagem 

H358, estes resultados precisam ser repetidos para determinar se estas variações são 

reprodutíveis e significativas. 
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Figura 33 - A inibição da expressão de AURKA promove uma diminuição na expressão de genes 

de EMT nas linhagens A549 e H358. As células A549 (acima) e H358 (abaixo) foram transfectadas 

com RNA de interferência controle, sem homologia a genes humanos conhecidos (siCtrl) e com RNA 

de interferência para AURKA (siAURKA). Após 72h a expressão dos genes de EMT Fibronectina, 

Snail, Slug, Syndecan e Vimentina foi analisada através de RT-qPCR. Gapdh foi usada como controle 

endógeno para normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão 

(SD) de 2 experimentos independentes.  

 



90 

 

 

 

Após determinar que a inibição de AURKA afeta o fenótipo migratório e invasivo nas 

linhagens H358 e A549 aderentes, resolvemos avaliar o efeito da AURKA na capacidade 

migratória e invasiva das células oriundas de tumoresferas. Para tanto, realizamos a inibição 

farmacológica de AURKA com o inibidor dual AI-II nas concentrações de 2 e 5 µM nas 

tumoresferas e observamos na linhagem A549, tanto uma redução de 31 e 24% da capacidade 

de migração (Figura 34A), quanto uma redução de 15 e 18% da capacidade de invasão (Figura 

35A) com 2 e 5 uM de AI-II, respectivamente. Na linhagem H358 a redução foi mais 

pronunciada. Observamos uma redução de 69 e 87% da capacidade de migração (Figura 34B) 

e uma redução de 80 e 61% da capacidade de invasão (Figura 35B) com 2 e 5 uM de AI-II, 

respectivamente. Novamente a linhagem H358 foi mais sensível à inibição de AURKA. 

 

Figura 34 – Inibição da atividade de AURKA em células A549 e H358 oriundas de tumoresferas 

promove uma diminuição da capacidade migratória. Células A549 (A) e H358 (B) oriundas de 

cultura de tumoresferas foram tratadas com DMSO 0,1% (Ctrl) ou inibidor de AURKA (AI) nas 

concentrações indicadas e imediatamente submetidas a ensaio de migração transwell por 24h (A549) ou 

48h (H358). As células que migraram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. (Esquerda) 

Quantificação da área ocupada por células migratórias. Os gráficos de barras representam a média ± 1 

desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através 

teste one-way ANOVA comparando os grupos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001, **** p < 

0,0001. (Direita) Imagens representativas de 3 experimentos independentes. 
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Figura 35 - Inibição da atividade de AURKA em células A549 e H358 oriundas de tumoresferas 

promove uma diminuição da capacidade invasiva. Células A549 (A) e H358 (B) oriundas de cultura 

de tumoresferas foram tratadas com DMSO 0,1% (Ctrl) ou inibidor de AURKA (AI) nas concentrações 

indicadas e imediatamente submetidas a ensaio de invasão transwell por 24h (A549) ou 48h (H358). As 

células que migraram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. (Esquerda) Quantificação da 

área ocupada por células migratórias. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) 

de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste one-way 

ANOVA comparando os grupos, onde * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001, **** p < 0,0001. (Direita) 

Imagens representativas de 3 experimentos independentes. 
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4.6 Inibição da AURKA reduz a angiogênese 

A capacidade das células tumorais de promoverem angiogênese é uma característica 

maligna importante, sendo que a vascularidade tumoral está positivamente correlacionada com 

potencial metastático aumentado e pior prognóstico clínico (Bielenberg and Zetter 2015). 

Portanto é esperado que células com fenótipo tronco tumoral tenham maior capacidade 

angiogênica e que a inibição de vias de stemness interfiram com a capacidade angiogênica de 

linhagens tumorais (Ciccone et al. 2018). Com base nesta premissa, resolvemos investigar se a 

AURKA possui um papel importante para o neste processo. Mais especificamente investigamos 

se a inibição de AURKA levaria a uma redução da capacidade das células A549 e H358 de 

promoverem a formação de novos vasos. 

Anteriormente, nós já havíamos observado que a inibição de KRAS por RNA de 

interferência em células A549 e H358 reduz a expressão dos fatores pró-angiogênicos IL8 e 

VEGF (Carneiro-Lobo et al. 2019). Interessantemente, ao repetirmos este experimento com 

inibição de AURKA, observamos que a inibição de AURKA por RNA de interferência reduz a 

expressão de IL8 e VEGF somente na linhagem H358 (Figura 36).   



93 

 

 

 

 

Figura 36 - A inibição da AURKA por interferência de RNA reduz a expressão de fatores pró-

angiogênicos na linhagem H358. As células A549 (esquerda) e H358 (direita) foram transfectadas com 

RNA de interferência controle, sem homologia a genes humanos conhecidos (siCtrl) e com RNA de 

interferência para AURKA (siAURKA). Após 72h a expressão dos genes de fatores pró-angiogênicos 

IL-8 e VEGF foi analisada através de RT-qPCR. Actina foi usada como controle endógeno para 

normalização da expressão. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 4 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t (**** p 

< 0,0001) comparando os grupos siCtrl e siAURKA.  

 

Em seguida investigamos se a inibição da KRAS nas células tumorais reduz a 

capacidade de células endoteliais de formarem de novos vasos. Para tanto realizamos o ensaio 

de formação de tubos angiogênicos com células endoteliais HUVEC in vitro usando meio 

condicionado de células A549 e H358 com e sem inibição de KRAS por interferência de RNA. 

Nós observamos que somente o meio condicionado com inibição de KRAS das células H358, 

mas não o das células A549, reduz a capacidade das células HUVEC de formarem tubos 

angiogênicos (Figura 37).  
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Figura 37 – Meio condicionado de células H358 com inibição de KRAS por interferência de RNA 

reduz a capacidade das células HUVEC de formarem tubos angiogênicos in vitro. As células 

HUVEC foram submetidas ao ensaio de formação de tubos na presença de meio condicionado sem soro 

de células A549 (esquerda) ou H358 (direita) transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA para 

KRAS (siKRAS). Após 6h os tubos formados foram fotografados. (Acima) Quantificação do número 

de vasos formados. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos 

independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t comparando os grupos 

siCtrl e siKRAS (* p < 0,05, ns – não significativo). (Abaixo) Imagens representativas de 3 

experimentos independentes. 

 

Em seguida repetimos o ensaio de formação de tubos com inibição de AURKA por 

interferência de RNA para investigar se a inibição de AURKA reduz a formação de novos 

vasos. Neste caso observamos uma redução próxima ao limiar de significância de 44% nos 

ensaios com meio condicionado da linhagem A549 (p = 0,0697) e uma redução significativa de 

81% nos ensaios com meio condicionado da linhagem H358 (Figura 38). 
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Figura 38 - Meio condicionado de células H358 com inibição de AURKA por interferência de RNA 

reduz a capacidade das células HUVEC de formarem tubos angiogênicos in vitro. As células 

HUVEC foram submetidas ao ensaio de formação de tubos na presença de meio condicionado sem soro 

de células A549 (esquerda) ou H358 (direita) transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA para 

AURKA (siAURKA). Após 6h os tubos formados foram fotografados. (Acima) Quantificação do 

número de vasos formados. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 

experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas através do teste student-t 

comparando os grupos siCtrl e siAURKA (* p < 0,05, ns – não significativo). (Abaixo) Imagens 

representativas de 3 experimentos independentes. 

 

A capacidade migratória das células endoteliais pode ser estimulada por fatores pró-

angiogênicos secretados pelas células tumorais e esta capacidade é importante para a 

angiogênese. Conforme já reportado pelo nosso grupo e repetido nesta tese, o meio 

condicionado de células H358 com inibição de KRAS reduz a capacidade migratória de células 

HUVEC, sendo que a suplementação desse meio condicionado com IL-8 e VEGF resgata a 

capacidade de migração destas células (Figura 39) (Carneiro-Lobo et al. 2019).  
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Figura 39 - A inibição da expressão de KRAS em células H358 diminui a migração de HUVEC de 

uma maneira dependente de VEGF/IL-8. As células H358 foram transfectadas com um siRNA de 

controle não direcionado (siCtrl) ou com siRNA para KRAS (siKRAS) e o meio condicionado foi 

coletado. O ensaio de migração transwell de células HUVEC foi realizado usando estes meios 

condicionados sem suplementação de IL8 ou VEGF (A) e com suplementação de 5 ng/ml de IL-8 e 5 

ng/ml de VEGF (B). Após 24h de incubação as células presentes na parte inferior do inserto foram 

quantificadas. O teste estatístico student-t foi utilizado para análise comparativa, onde *** p < 0,001 

comparando os grupos siCtrl e siKRAS. Imagens representativas de 3 experimentos independentes. 

 

Avaliamos em seguida como a inibição de AURKA nas células tumorais H358 afeta a 

migração das células endoteliais HUVEC. As células A549 não foram avaliadas neste ensaio, 

uma vez que a inibição de AURKA não reduz a expressão de fatores pró-angiogênicos nesta 

linhagem (Figura 36) e que o meio condicionado de células A549 com inibição de AURKA 

não leva a uma redução significativa na capacidade das células HUVEC de formarem de tubos 

angiogênicos (Figura 38). Assim como observado para inibição de KRAS (Figura 39), nós 

observamos que o meio condicionado de células H358 com inibição de AURKA reduz a 
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capacidade migratória de células HUVEC em 68% e que a suplementação desse meio com os 

fatores pró-angiogênicos IL-8 ou VEGF restaura a capacidade migratória das células HUVEC. 

(Figura 40). 

 

 

Figura 40 - Meio condicionado de células H358 com inibição de AURKA por interferência de RNA 

reduz a capacidade migratória das células HUVEC de maneira dependente de VEGF/IL-8 in vitro. 

As células HUVEC foram submetidas ao ensaio de migração transwell usando como quimioatrativo 

meio condicionado sem soro de células H358 transfectadas com siRNA controle (siCtrl) ou siRNA para 

AURKA (siAURKA) sem suplementação de IL8 ou VEGF (A) e com suplementação de 5 ng/ml de IL-

8 e 5 ng/ml de VEGF (B). Após 24h as células que migraram foram coradas com cristal violeta e 

quantificadas. (Esquerda) Quantificação da área ocupada por células migratórias. Os gráficos de barras 

representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas 

foram realizadas através teste student-t comparando os grupos siCtrl e siAURKA, onde **** p < 0,0001. 

(Direita) Imagens representativas de 3 experimentos independentes.  
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Quando analisados em conjunto, os nossos resultados mostram que a AURKA promove, 

em células tumorais pulmonares com ativação oncogênica de KRAS, diferentes características 

associadas ao fenótipo tronco tumoral, como a formação de tumoresferas, a expressão de fatores 

de stemness e EMT, migração, invasão e angiogênese. Como essas características são essenciais 

para a tumorigênese, disseminação metastática e recidiva tumoral, nossos resultados apontam 

para a AURKA como um alvo promissor a ser explorado na terapia de câncer de pulmão com 

ativação oncogênica de KRAS, um tipo frequente de neoplasia, que ainda não dispõe de opções 

terapêuticas efetivas. 
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5 DISCUSSÃO 

O câncer de pulmão é o câncer que mais mata no mundo (WHO 2021) e, apesar dos 

avanços no desenvolvimento de novas terapias-alvo, a sobrevida dos pacientes com câncer de 

pulmão não sofreu melhoras significativas, permanecendo abaixo de 20% em 5 anos (Sung et 

al. 2021; Yang et al. 2022). Uma das possíveis razões para este mau prognóstico é que a 

alteração molecular mais frequente no câncer de pulmão, sendo encontrada em cerca de um 

terço dos pacientes com adenocarcinoma pulmonar, são mutações que ativam constitutivamente 

a GTPase KRAS (Aran et al. 2021; Reita et al. 2022), uma oncoproteína que tem uma relação 

causal com a transformação maligna que conta atualmente com apenas uma terapia-alvo 

aprovada, seletiva para mutação KRASG12C para o tratamento de câncer de pulmão de células 

não pequenas (NSCLC) localmente avançado ou metastático com uma taxa de resposta geral 

de 36% avaliado em 124 pacientes até o momento (Nakajima et al. 2022).  

As mutações na glicina 12 de KRAS são as mais frequentes (88%) em pacientes com 

câncer de pulmão. No entanto, a mutação KRAS G12C ocorre em aproximadamente 40% dos 

pacientes, sendo que em não fumantes essa frequência é ainda menor, de aproximadamente 

18,6% (Ghimessy et al. 2020). Portanto, compreender as vias desencadeadas por KRAS que 

promovem o fenótipo maligno é importante para o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas mais efetivas e abrangentes. A maioria dos estudos desta via são focados nas vias 

desencadeadas por KRAS que promovem transformação maligna, proliferação celular e 

crescimento tumoral (Engelman et al. 2008; Dietlein et al. 2015; Manchado et al. 2016). No 

entanto, estudos mais recentes mostram que as formas oncogênicas da KRAS também 

promovem a aquisição de propriedades migratórias, invasivas e disseminação metastática 

(Padavano et al. 2015; von Karstedt et al. 2015; Du et al. 2020; Choi et al. 2022). 
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As alterações moleculares e funcionais que conferem a capacidade de disseminação 

metastática a uma subpopulação de células presentes na massa tumoral estão associadas a 

alterações no programa de expressão gênica que resultam na aquisição e manutenção de um 

fenótipo tronco-tumoral pelas células iniciadoras de tumor (CITs) (Visvader and Lindeman 

2012), uma subpopulação de células de tumorais que exibem características de células tronco e 

células tumorais, sendo altamente tumorigênicas, quimiorresistentes e agressivas, sendo 

responsáveis por recidivas e pela disseminação metastática (Malanchi et al. 2011; Visvader and 

Lindeman 2012; Pattabiraman and Weinberg 2014; Shibue and Weinberg 2017). 

Considerando-se que esses dois fenótipos, tronco-tumoral e metastático, estão altamente 

relacionados pelo padrão de expressão de genes de stemness e genes que promovem transição 

epitelial mesenquimal (EMT) (Mani et al. 2008; Shibue and Weinberg 2017; Babaei et al. 

2021), não é surpreendente, então, que KRAS tenha sido implicada, tanto em promover a EMT 

e metástase (Chan and Chen 2012; Kim et al. 2015; Boutin et al. 2017), como em promover o 

fenótipo tronco-tumoral (Wang et al. 2015; Ali et al. 2016). Por exemplo, células murinas de 

ovário ID8 isoladas com ganho de expressão de KRAS apresentaram maior capacidade de 

formação de tumoresferas e alta atividade de ALDH quando comparada a população de células 

ID8 sem ganho de expressão de KRAS (Diaz Osterman et al. 2019).  Além disso, a KRASG12D 

combinada com perda de p53 leva ao desenvolvimento do fenótipo tronco tumoral de células 

de câncer de próstata derivadas de camundongos. Análises de microarray identificaram que 

KRASG12D regula positivamente marcadores de stemness, como CD24, EpCAM e CD133 

(Weng et al. 2019). Em modelo de câncer de pulmão, o fenótipo tronco tumoral e metastático 

é mediado por KRAS oncogênica, que ativa a PKCI (proteína quinase CI), ativando a transcrição 

de Notch3 através da fosforilação do fator de transcrição ELF (Ali et al. 2016). Em câncer de 

pâncreas, foi observado que KRAS interage diretamente com calmodulina, desta forma 

reduzindo a a atividade de CamKII e a expressão de Fzd8, o que promove o fenótipo tronco-
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tumoral através da supressão da via não canônica de Wnt/Ca2+ (Wang et al. 2015). Em acordo 

com estes relatos nós observamos que células pulmonares que expressam a forma oncogênica 

da KRAS, apesar de apresentarem um aumento não significativo no número de tumoresferas 

formadas, formam tumoresferas com tamanho maior e com maior expressão de genes de 

stemness. 

Portanto, considerando-se que a doença metastática é responsável por cerca de 90% das 

mortes relacionadas ao câncer (Garner and de Visser 2020), para obter terapias mais efetivas 

no tratamento de câncer de pulmão induzido por KRAS, se torna essencial identificar alvos de 

KRAS envolvidos na aquisição e manutenção do fenótipo tronco-tumoral.  

O nosso grupo havia identificado anteriormente a quinase AURKA como um alvo de 

KRAS envolvido na transformação maligna em câncer de pâncreas e pulmão (dos Santos et al. 

2016; Gomes-Filho et al. 2020) e outros estudos demonstraram um envolvimento da AURKA 

no fenótipo tronco-tumoral (Cammareri et al. 2010; Chefetz et al. 2011; Mannino et al. 2014; 

Zheng et al. 2014, 2016). Nós resolvemos, portanto, investigar o papel da quinase Aurora A 

sobre o fenótipo tronco-tumoral e outras propriedades malignas associadas à metástase de 

células pulmonares transformadas por KRAS. 

Nós observamos, em um modelo celular de adenocarcinoma pulmonar com expressão 

induzível de KRAS, que a AURKA inibe a formação de tumoresferas de maneira dependente 

da KRAS oncogênica. Além disso, usando culturas de tumoresferas seriadas das linhagens de 

câncer de pulmão A549 e H358 portadoras de mutações oncogênicas em KRAS, nós observamos 

que o inibidor farmacológico seletivo para AURKA (Alisertib) reduz significativamente, 

embora com cinética diferente entre as linhagens, a capacidade de formar tumoresferas. Estes 

resultados, não só corroboram nossos achados anteriores de que a AURKA é um membro 

importante da via acionada por KRAS (dos Santos et al. 2016; Gomes-Filho et al. 2020), mas 
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também apoiam a nossa hipótese de que a via KRAS-AURKA promove o fenótipo tronco-

tumoral e promove a autorrenovação de CITs.  

Entretanto a cinética de inibição de formação de tumoresferas nas linhagens foi 

diferente, sendo que na linhagem A549 observamos uma redução significativa na formação de 

tumoresferas em todas as passagens, enquanto na linhagem H358, uma redução significativa na 

formação de tumoresferas só foi observada a partir da segunda passagem. A diferença 

observada entre as linhagens na primeira passagem pode refletir diferença na sensibilidade 

destas linhagens à efeitos da inibição da AURKA não relacionados diretamente ao fenótipo 

tronco-tumoral. Nós mostramos que a inibição da AURKA pode causar morte celular (dos 

Santos et al. 2016; Gomes-Filho et al. 2020) e, na primeira passagem, logo após o tratamento 

com o inibidor, pode acontecer indução de morte celular de maneira inespecífica na linhagem 

A549, resultando em menor número de tumoresferas formadas. Já a linhagem H358 parece ser 

mais resistente ao efeito citotóxico do inibidor, sendo que o efeito sobre a autorrenovação das 

tumoresferas é observado a partir da segunda passagem.  

Esta diferença na sensibilidade inicial à ação citotóxica do Alisertib pode estar 

relacionada ao fato de que a linhagem H358 apresenta um fenótipo tronco-tumoral mais 

proeminente na condição controle, sendo capaz de manter o tamanho das tumoresferas entre as 

passagens e apresentando menor redução no número de tumoresferas na terceira passagem. 

Além disso, nós observamos que a linhagem H358 apresenta maior expressão de fatores de 

transcrição de células tronco e uma maior atividade do repórter de células tronco SORE6-GFP. 

Como CITs são frequentemente quimiorresistentes (Chen et al. 2016; Guo et al. 2017; Lu et al. 

2019), não é inesperado que uma linhagem que possua maior proporção de CITs e um fenótipo 

tronco mais proeminente seja mais resistente ao efeito citotóxico inicial do Alisertib.  

Consistente com a relação existente entre o fenótipo tronco tumoral e o fenótipo metastático e 

apoiando a nossa observação de que a linhagem H358 apresenta maior fenótipo tronco tumoral, 
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é interessante que a linhagem H358 é uma linhagem metastática de origem alveolar (ATCC - 

CRL-5807™), diferentemente da A549 (ATCC - CCL-185™), que tem origem de tumor 

primário. Além disso diferentes estudos mostram que, quando comparada à linhagem A549, a 

linhagem H358 tem maior expressão de características relacionadas ao fenótipo metastático, 

sendo estas linhagens usadas como modelos celulares de baixo e alto potencial mentastático 

respectivamente (Lau et al. 2017; Wang et al. 2021b). 

A redução observada na formação de tumoresferas terciárias nas duas linhagens também 

não é um achado inesperado, já que a capacidade de formação de tumoresferas é altamente 

variável não só entre diferentes tipos de tumor, como também entre diferentes linhagens de um 

mesmo tipo tumoral. Por exemplo, um estudo com diferentes linhagens de carcinoma de laringe 

derivadas de pacientes mostrou que algumas destas linhagens apresentam a manutenção da 

capacidade de formar tumoresferas ao longo de 3 passagens, enquanto outras apresentam 

redução desta capacidade, sendo que uma foi incapaz de formar tumoresferas secundárias e 

terciárias. Além disso, as linhagens de carcinoma de laringe com maior eficiência de formação 

de tumoresferas ao longo de passagens seriadas tem um aumento mais expressivo da expressão 

de genes de stemness, como Nanog e SOX2, assim como observamos na linhagem H358 

(Kumbar et al. 2021). Um outro exemplo de variabilidade neste ensaio são as linhagens de 

câncer de mama MCF7 e MDA-MB-231, ambas metastáticas. Enquanto a linhagem MCF-7 

forma tumoresferas eficientemente, a linhagem MDA-MB-231 não é capaz de formar 

tumoresferas (Calvet et al. 2014).  

Para determinar o papel das células tronco tumorais no desenvolvimento tumoral, como 

na iniciação do tumor, metástase, manutenção do crescimento tumoral, quimiorresistência, 

entre outros, é necessário isolar estas células do restante da população tumoral. A cultura de 

tumoresferas, apesar de amplamente utilizada como um “readout” funcional da atividade 

tronco, não é ideal para obtenção de CITs, não só pela variabilidade discutida acima, mas 
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também porque o enriquecimento de células tronco tumorais neste ensaio é subótima, já que 

cada tumoresfera deve ser composta de CITs e de células não-CIT que se originaram das CITs 

por diferenciação.  

Normalmente, a purificação de CITs é feita usando marcadores moleculares, 

frequentemente proteínas expressas na superfície celular. Embora definir o melhor marcador de 

células tronco tumorais seja essencial para purificar estas células, esta definição está longe de 

ser uma tarefa trivial. De fato, é esperado que o fenótipo tronco tumoral, assim como a 

expressão de marcadores de stemness em diferentes tipos de tumores, possam variar de acordo 

com diversos fatores, como o próprio meio de cultura celular, a densidade celular, a passagem, 

entre outros (Gilbert and Ross 2009). Além disso, a heterogeneidade tumoral também pode ser 

observada nas células tronco-tumorais, sendo que diferentes subpopulações de células tronco-

tumorais caracterizadas por diferentes marcadores foram identificadas, sendo que, em alguns 

casos, estas subpopulações podem inclusive co-existir dentro de um mesmo tumor (Hermann 

et al. 2007; Eun et al. 2017). 

Embora existam marcadores de superfície bem estabelecidos para alguns tipos de 

tumores, como CD133 para glioblastoma (Pavon et al. 2016; Shevchenko et al. 2019) e 

CD44+/CD24-/low para câncer de mama (Li et al. 2018b; Zhang et al. 2018a), esta 

heterogeneidade das CITs provavelmente explica a ausência de marcadores estabelecidos para 

várias neoplasias, incluindo câncer de pulmão, com diferentes estudos usando diferentes 

marcadores, algumas vezes com resultados contraditórios (Meng et al. 2009; Roudi et al. 2014; 

Zhang et al. 2015; Cai et al. 2019).  

Para tentar identificar um marcador consistente a ser usado nas nossas linhagens nós 

avaliamos a expressão dos marcadores de superfície de stemness mais usados em câncer de 

pulmão e identificamos o CXCR4 como o marcador mais promissor. O CXCR4 é um receptor 
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de quimiocinas com importante papel no processo de metástase de diversos tipos de câncer. 

Para o câncer de mama, o destino metastático via CXCR4 está bem definido, incluindo tecidos 

como linfonodos, pulmão, fígado e medula óssea que a expressam o ligante de CXCR4, 

CXCL12 (Müller et al. 2001). Para o câncer de pulmão, existe uma correlação entre o aumento 

da expressão de CXCR4 em tumores de pacientes com doença metastática comparado com 

aqueles sem metástase clínica (Cavallaro 2013). Além disso, o bloqueio da ligação de CXCR4 

e CXCL12 reduz a migração, invasão e adesão de células tumorais pulmonares in vitro (Burger 

et al. 2003).  

Além de estar relacionado à metástase, o CXCR4 também está correlacionado com o 

fenótipo tronco. Células de adenocarcinoma ductal pancreático CD133+/CXCR4+ definem 

uma população metastática de células tronco tumorais (Hermann et al. 2007). O CXCR4 foi 

correlacionado com o aumento da expressão de genes de EMT e de stemness em células A549 

CXCR4+, resistentes a gencitabina ou com indução de TGF-β1, indicando uma correlação 

desse receptor com a aquisição de stemness em EMT (Yin et al. 2016). Além disso, células de 

adenocarcinoma pulmonar A549 positivas para o CXCR4 formam mais tumoresferas e mais 

tumores xenográficos do que as células parentais ou CXCR4- (Jung et al. 2013). A formação 

de tumoresferas também foi avaliada em um modelo de superexpressão de CXCR4 na linhagem 

A549. A superexpressão de CXCR4 levou ao aumento da formação de tumoresferas, da 

expressão de genes de EMT e também ao aumento da formação de tumores xenográficos em 

camundongos imunodeficientes, quando comparado ao modelo com silenciamento da 

expressão de CXCR4 em células A549 (Jäger et al. 2020).  

Os nossos resultados na linhagem H358 são antagônicos aos reportados acima. Apesar 

das células H358 CXCR4+ apresentarem maior expressão de fatores de stemness e EMT, estas 

células não são capazes de se diferenciar em células H358 CXCR4- e tem menor capacidade de 

formar tumoresferas e colônias do que as células H358 CXCR4-. Estes resultados contraditórios 
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apoiam a ideia de que o enriquecimento de marcadores de superfície em células com fenótipo 

tronco varia dependendo do contexto celular, sendo que um mesmo marcador pode ter 

expressão oposta em CITs dependendo do tipo celular. Um exemplo é o marcador CD24, que 

apresenta-se diminuído em CITs de câncer de mama (Al-Hajj et al. 2003), mas aumentado em 

CITs pancreáticas (Lin et al. 2016), sendo, que em células A549 CD24 não pode ser utilizado 

para isolar células tronco tumorais, pois tanto células CD44+/CD24+ e CD44+/CD24- 

apresentaram baixa eficiência de formação de tumoresferas (Roudi et al. 2014). 

Devido aos obstáculos que encontramos na identificação de um marcador de superfície 

robusto para enriquecimento das CITs, nós resolvemos investigar formas alternativas de obter 

uma população enriquecida para o fenótipo tronco tumoral. Considerando a variabilidade dos 

marcadores de superfície, nós optamos por usar uma abordagem que permite a visualização 

direta e purificação de CITs com base em propriedades funcionais. Esta abordagem consistiu 

em usar um sistema repórter de células-tronco baseado em 6 repetições de um elemento de 

resposta ao Oct4/SOX2 (SORE6) encontrado no promotor de Nanog dirigindo a expressão de 

GFP (Tang et al. 2015). Oct4, SOX2 e Nanog são fatores de transcrição expressos em células 

tronco embrionárias que promovem pluripotência, autorrenovação e inibem a diferenciação 

(Boyer et al. 2005; Rodda et al. 2005; Pan and Thomson 2007; Rizzino and Wuebben 2016), 

sendo que promotores baseados em porções dos promotores de SOX2, Oct4 ou Nanog têm sido 

utilizados no monitoramento da reprogramação para pluripotência e estes estão elevados em 

CTTs (Hotta et al. 2009; Levings et al. 2009; Schmidt and Plath 2012; Swain et al. 2020). O 

uso deste sistema repórter foi bem sucedido em diferentes estudos para identificar CITs de 

câncer de mâma, linfoma, câncer gástrico, câncer de próstata e condrossarcomasarcoma, que 

consistentemente apresentaram aumento do fenótipo tronco tumoral, da capacidade 

tumorigênica e de quimioresistência (Vaddi et al. 2019; Menendez et al. 2020; Pádua et al. 

2020; Li et al. 2021a). Embora nós não tenhamos conseguido realizar a separação das CITs com 
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base neste sistema, devido aos obstáculos impostos pela pandemia do novo Coronavirus, nós 

geramos A549 e H358 com integração estável deste repórter e observamos, consistentemente 

com os nossos resultados de cultura de tumoresferas e expressão de marcadores de stemness, 

que a linhagem H358 apresenta uma maior proporção de células SORE6-GFP positivas. 

Além do fenótipo tronco tumoral, também investigamos se a AURKA contribui para 

outras características malignas relacionadas à capacidade metastática, como migração e 

invasão. Primeiramente, nós observamos que células A549 e H358 oriundas de tumoresferas 

possuem capacidade migratória e invasiva aumentada, o que é acompanhado por um aumento 

na expressão de genes envolvidos na EMT. Estes resultados são consistentes com o fenótipo 

mais agressivo das CITs observado em diferentes estudos (Mani et al. 2008; Liu and Brown 

2010; Acikgoz et al. 2020) e com o fato de que o fenótipo tronco está associado ao fenótipo 

metastático (Liu et al. 2006; Cochrane et al. 2015; Lawson et al. 2015; Kim et al. 2020).  

Em seguida nós observamos que a inibição de AURKA com Alisertib nas nossas 

linhagens reduz a capacidade de migração e invasão, tanto da população parental, quanto em 

células oriundas de tumoresferas enriquecidas para CITs, sendo que na população parental esta 

redução foi acompanhada de uma redução na expressão de genes envolvidos na EMT. Estes 

resultados são apoiados por estudos que mostram que a AURKA possui um papel importante 

na migração e invasão em outros tipos de células tumorais (Do et al. 2014; Wu et al. 2016; 

Willems et al. 2019). Em células de câncer de ovário a superexpressão de AURKA resulta em 

um aumento da adesão e migração (Do et al. 2014). Em células de carcinoma de cabeça e 

pescoço, o silenciamento de AURKA inibe a fosforilação de FAK e de Akt e inibe a migração 

e invasão celulares (Wu et al. 2016). A inibição de AURKA com o Alisertib não só diminuiu a 

capacidade migratória de células de glioblastoma in vitro, como se mostrou essencial para 

promover a invasão in vivo (Willems et al. 2019). 
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Em câncer de mama observou-se que a AURKA promove o fenótipo tronco tumoral e 

mensenquimal pela regulação da via de Wnt mediada por Snail, um dos fatores de transcrição 

envolvido na EMT (Eterno et al. 2016). Outro estudo também mostrou que AURKA está 

envolvida na EMT e através da estabilização de Snail em células de câncer de hipofaringe 

(Chou et al. 2013a). Além dos dados relatados na literatura, observamos, para as duas linhagens 

avaliadas, que a inibição de AURKA reduziu a expressão de Snail a nível de mRNA, indicando 

que a AURKA regula possivelmente a expressão de Snail. Finalmente, nosso grupo demonstrou 

recentemente que a inibição de AURKA em células tumorais pancreáticas portadoras de KRAS 

oncogênico reduz a capacidade de migração dessas células, e que essa redução está 

correlacionada com a redução da expressão de MMP2 (Gomes-Filho et al. 2020). 

Entretanto, o papel da AURKA sobre a capacidade migratória e invasiva de CITs ainda 

é um tema pouco explorado. Só existe um estudo recente que demonstrou que a localização 

nuclear e expressão de AURKA em células de câncer de mama regula positivamente o potencial 

metastático in vitro e in vivo, como também o fenótipo tronco tumoral (Whately et al. 2021). 

Os nossos resultados corroboram estes dados, sugerindo a possibilidade de que o fenótipo 

tronco-tumoral promovido pela AURKA contribua para promover migração, invasão e 

capacidade metastática. 

Como a capacidade de promover angiogênese é uma característica de tumores invasivos 

necessária para o crescimento de tumores metastáticos e está associada com pior prognóstico 

clínico (Bielenberg and Zetter 2015), nós também avaliamos como a via KRAS-AUKRA afeta 

a capacidade das células tumorais pulmonares de promover angiogênese.  

O recrutamento de células endoteliais pelas células tumorais mediada por fatores pró-

angiogênicos, como IL-8 e VEGF, desempenha um papel essencial na angiogênese. VEGF e 

IL-8 são secretados por células tumorais e atuam como quimioatrativo, induzindo a mobilidade 
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das células endoteliais durante a angiogênese tumoral (Lattanzio et al. 2013; Ju et al. 2017). 

Nosso grupo mostrou que a inibição de KRAS reduz a expressão destes fatores pela via de 

NFκB/IKKβ, bem como reduz a capacidade de migração das células endoteliais e a capacidade 

angiogênica in vitro e in vivo (Carneiro-Lobo et al. 2019). Tendo em vista que KRAS também 

promove a expressão de AURKA (dos Santos et al. 2016; Gomes-Filho et al. 2020), nós 

avaliamos se a angiogênese mediada por KRAS também pode ser promovida pela AURKA. 

Nós já havíamos visto que KRAS promove a expressão de IL-8 e VEGF e a formação de tubos 

angiogênicos nas linhagens A549 e H358 e que o meio condicionado de células A549 com 

inibição de KRAS reduz a migração de células HUVEC (Carneiro-Lobo et al. 2019). Neste 

trabalho nós confirmamos que o meio condicionado de células H358 com inibição de KRAS 

também reduz a migração de células HUVEC e que esta redução é resgatada pela administração 

de IL-8 e VEGF.  

Em seguida, nós observamos que a inibição de AURKA afeta propriedades 

angiogênicas da linhagem H358. Nós observamos que a inibição de AURKA nesta linhagem 

reduz a expressão de IL-8 e VEGF e reduz a capacidade das células HUVEC de formarem tubos 

angiogênicos e migrarem in vitro, sendo que a capacidade migratória das células HUVEC é 

resgatada pela administração de IL-8 e VEGF. Estes resultados estão de acordo com estudos 

que mostram que a AURKA promove angiogênese em diferentes modelos tumorais através da 

regulação da expressão de VEGF. Por exemplo, a inibição da AURKA diminui a expressão de 

VEGF em células de neuroblastoma e a capacidade de células HUVEC de formarem vasos in 

vitro (Romain et al. 2014). Além disso, a via TPX2-AURKA aumenta a expressão de VEGFA, 

promovendo a capacidade angiogênica de células tumorais de bexiga, sendo que a inibição de 

AURKA ou TPX2 reduz o acúmulo de CD31 e VEGFA e a capacidade de migração, invasão e 

formação de tubos das células endoteliais (Li et al. 2021b). No entanto, a regulação de IL-8 no 

processo de angiogênese mediada por AURKA não foi explorado na literatura até o momento, 



110 

 

 

 

sendo este o primeiro relato de que AURKA possivelmente regula este processo via IL-8 e 

VEGF. 

Por outro lado, nós observamos que a inibição da AURKA não afeta as propriedades 

angiogênicas da linhagem A549. O fato da inibição da AURKA afetar a capacidade angiogênica 

apenas da linhagem H358, que possui fenótipo tronco aumentado, sugere que a capacidade 

angiogênica está correlacionada ao fenótipo tronco. Estes resultados são apoiados por estudos 

que mostram uma correlação entre estes dois fenótipos (Bao et al. 2006; Yao et al. 2008; 

Ciccone et al. 2018).  

Em conclusão, neste trabalho nós demos continuidade à caracterização da AURKA 

como um alvo terapêutico para câncer de pulmão com ativação oncogênica de KRAS. 

Acrescentando ao papel já descrito da AURKA para transformação maligna, proliferação 

celular e crescimento tumoral pulmonares (dos Santos et al. 2016), nós mostramos aqui que a 

AURKA promove o fenótipo tronco-tumoral, migração, invasão e angiogênese em células 

tumorais pulmonares com ativação de KRAS, características intimamente relacionadas à 

aquisição de capacidade metastática e pior sobrevida (Bielenberg and Zetter 2015; Liu et al. 

2020; Liang et al. 2021; Zhao et al. 2021). Ainda que estas características não sejam uniformes 

nas células analisadas, nós observamos que as células com fenótipo mais agressivo são mais 

sensíveis à inibição de AURKA, sugerindo que a inibição desta quinase pode ser uma estratégia 

terapêutica adjuvante promissora a ser explorada na terapia de tumores pulmonares com 

ativação oncogênica de KRAS. Ao inibir as características relacionadas ao fenótipo tronco-

tumoral de CITs, a inibição de AURKA tem o potencial de diminuir a disseminação metastática 

e a ocorrência de recidivas e, desta forma, ter um impacto terapêutico significativo. 
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6 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos podemos tirar as seguintes conclusões: 

1. A KRAS oncogênica promove a expressão de genes de stemness em células tumorais 

pulmonares e a AURKA inibe a formação de tumoresferas de maneira dependente de KRAS. 

2. A inibição de AURKA também reduz a expressão de genes de stemness e inibe a a 

autorrenovação de CITs em linhagens pulmonares portadoras de mutação em KRAS. 

3. Os marcadores de superfície de células tronco CD24, CD44, CD90, CD326 e CXCR4 

não foram consistentes em identificar CITs em linhagens pulmonares, sendo que o sistema 

repórter SORE6-GFP parece ser promissor para essa seleção, especialmente para a linhagem 

H358; 

4. Podemos observar ainda que a linhagem H358 possui um maior fenótipo tronco-

tumoral comparada com a A549, visto que essa linhagem tem maior expressão de genes de 

stemness, maior capacidade de autorrenovação de CITs em passagens seriadas e maior 

proporção de células SORE6-GFP positivas; 

5. As linhagens A549 e H358 oriundas de tumoresferas possuem maior fenótipo 

migratório e invasivo in vitro comparadas com as células parentais aderentes e a inibição de 

AURKA nestas linhagens reduz a expressão de genes relacionados à EMT e reduz a migração 

e invasão tanto das células parentais quanto das oriundas de tumoresferas; 

5. A inibição de AURKA nas células H358 reduz a expressão dos fatores pró-

angiogênicos VEGF e IL-8 e diminui capacidade das mesmas de induzirem a migração de 

células endoteliais e a de formação tubos angiogênicos in vitro. 
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6. A AURKA é um alvo terapêutico promissor a ser explorado na terapia de tumores 

pulmonares com ativação oncogênica de KRAS, sendo que a sua inibição tem o potencial de 

diminuir a disseminação metastática e a ocorrência de recidivas e, desta forma, de ter um 

impacto significativo sobre o prognóstico clínico.  
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