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RESUMO 

Hasenkamp, L.A. Caracterização de vias oncogênicas em câncer de pâncreas: 
microRNAs e IKKβ. 2023. 118p. Tese (Doutorado) – Programa de Pós-graduação em 
Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

O adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) é o tumor sólido mais letal em humanos, 
sendo que menos de 10% dos pacientes sobrevivem 5 anos ou mais. Essa baixa sobrevida é 
atribuída ao fenótipo altamente metastático, à recidiva e à ineficácia das terapias disponíveis. 
Assim, a presente tese buscou caracterizar vias oncogênicas que contribuem para a 
malignidade de PDAC, visando assim aumentar o conhecimento necessário para 
desenvolvimento de novas terapias, sendo esta tese dividida em dois capítulos.  

No Capítulo 1, avaliamos a via de microRNAs (miRNAs) regulados pela KRAS 
oncogênica, que está presente em mais de 90% dos tumores de PDAC e ainda permanece 
sem tratamento disponível para este tipo de tumor. Dado que miRNAs efetores de KRAS ainda 
são pouco explorados, nosso objetivo foi identificar miRNAs induzidos pela KRAS oncogênica, 
que contribuem para o fenótipo maligno do PDAC. Usando um ensaio de microarranjo de DNA, 
identificamos 17 miRNAs regulados positivamente por KRAS. A análise global de alvos 
destacou o supressor tumoral PTEN como o alvo regulado pelo maior número destes miRNAs 
(7 dos 17). Por meio da superexpressão e redução de expressão de KRAS, confirmamos que 
KRAS regula negativamente PTEN e regula positivamente 4 destes 7 miRNAs que têm PTEN 
como alvo. Para avaliar se a regulação de PTEN por KRAS poderia ser mediada por estes 
miRNAs, usamos ensaios de luciferase contendo trechos do 3'UTR de PTEN. Tanto a KRAS, 
quanto o mir-19b-3p são capazes de regular a atividade de luciferase em PDAC. Como 
conclusão deste capítulo, nós identificamos uma assinatura de miRNAs induzidos por KRAS 
em PDAC que tem PTEN como alvo e validamos o miR-19b-3p como um dos miRNAs efetores 
na regulação dos níveis de PTEN por KRAS, contribuindo para o fenótipo maligno de PDAC. 

No Capítulo 2, investigamos o papel da quinase IKKβ para o fenótipo tronco-tumoral 
das células iniciadoras de tumor (CITs) pancreáticas, que constituem uma subpopulação de 
células tumorais consideradas responsáveis pela metástase e recidiva tumoral. A IKKβ 

desempenha um papel chave na ativação da via do NF-B, constitutivamente ativa em cerca de 
70% dos casos de PDAC e que promove o fenótipo tronco-tumoral em diversos tipos de 
tumores. Assim, nosso objetivo foi determinar como a IKKβ afeta o fenótipo tronco-tumoral e 
metastático de células pancreáticas visando o desenvolvimento desta quinase como alvo 
terapêutico. Para avaliar CITs em linhagens de PDAC, utilizamos a cultura de tumoresferas e 
estabelecemos a linhagem AsPC-1-SORE6 expressando o gene repórter GFP sob o controle 
dos fatores de pluripotência SOX2 e OCT4. Embora a inibição da expressão de IKKβ por 
interferência de RNA tenha reduzido a formação de tumoresferas, a inibição farmacológica de 
IKKβ foi ineficaz em inibir o fenótipo tronco-tumoral das CITs pancreáticas, não alterando a 
formação de tumoresferas ou alterando transitoriamente a frequência da população SORE6-
GFP+. Por outro lado, a inibição de IKKβ reduziu a migração e invasão celulares. Em 
conclusão, a IKKβ afeta o fenótipo tronco-tumoral de maneira quinase-independente e interfere 
na migração e invasão celulares, características importantes para metástase, podendo 
representar um potencial alvo terapêutico anti-metastático em PDAC. 

Palavras-chaves: câncer de pâncreas, KRAS, microRNAs, PTEN, CITs, IKKβ. 



 
 

ABSTRACT 

Hasenkamp, L.A. Characterization of oncogenic pathways in pancreatic cancer: 
microRNAs and IKKβ. 2023. 118p. PhD Thesis – Graduate Program in 
Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the deadliest solid tumor in humans, 
with a 5-year survival rate of less than 10%. This low survival rate is attributed to its highly 
metastatic phenotype, tumor relapse and to the inefficacy of available therapies. Thus, this 
thesis sought to characterize oncogenic pathways that contribute to PDAC malignancy, 
aiming to increase the knowledge needed for the development of new therapies, with the 
thesis being divided into two chapters. 

In Chapter 1, we evaluated the microRNA (miRNA) pathway regulated by oncogenic 
KRAS, which is mutated in more than 90% of PDAC tumors and lack effective therapies for 
this type of tumor. Given that miRNAs that act as KRAS effectors are still poorly explored, 
our objective was to identify miRNAs induced by oncogenic KRAS that contribute to the 
malignant phenotype of PDAC. Using DNA microarray, we identified 17 KRAS-upregulated 
miRNAs. miRNA target analysis highlighted the tumor suppressor PTEN as the miRNA target 
most often regulated by these miRNAs (7 out of 17). Through overexpression and 
downregulation of KRAS, we confirmed that KRAS negatively regulates PTEN levels and 
upregulates 4 of the 7 miRNAs that are predicted to target PTEN. To investigate whether the 
negative regulation of PTEN by KRAS could be mediated by these miRNAs, we used 
luciferase reporters containing PTEN 3'UTR inserts. Both KRAS and mir-19b-3p were able to 
regulate luciferase reporter activity in PDAC. As a conclusion of this chapter, we identified a 
signature of KRAS-induced miRNAs in PDAC that target PTEN and have validated miR-19b-
3p as one of the effector miRNAs in the regulation of PTEN levels by KRAS, contributing to 
the malignant phenotype of PDAC. 

In Chapter 2, we investigated the role of IKKβ kinase for the cancer stem phenotype 
of pancreatic tumor initiating cells (TICs), which constitute a subpopulation of tumor cells 
considered responsible for metastasis and tumor recurrence. IKKβ plays a key role in 
activating the NF-B pathway, which is constitutively active in about 70% of PDAC cases and 
promotes the cancer stem phenotype in several types of tumors. Thus, our objective was to 
determine how IKKβ affects the cancer stem and metastatic phenotype of pancreatic cells 
aiming at the development of this kinase as a therapeutic target. To evaluate TICs in PDAC 
cell lines, we used the tumor sphere assays and established the AsPC-1-SORE6 cell line 
expressing the GFP reporter gene under control of pluripotency factors SOX2 and OCT4. 
Although inhibition of IKKβ expression by RNA interference reduced tumor sphere formation, 
its pharmacological inhibition did not impair the cancer stem phenotype of pancreatic CITs, 
not affecting tumor sphere formation or only transiently altering the SORE6-GFP+ population 
frequency. On the other hand, IKKβ inhibition reduced cell migration and invasion. In 
conclusion, IKKβ seems to affect the cancer stem phenotype in a kinase-independent 
manner and interferes with cell migration and invasion, important hallmarks of metastasis, 
and may represent a potential anti-metastatic therapeutic target for PDAC. 

Keywords: Pancreatic cancer, KRAS, microRNAs, PTEN, TICs, IKKβ. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Câncer de pâncreas 

O câncer de pâncreas é atualmente a quarta principal causa de morte por 

câncer nos Estados Unidos (EUA) e a sétima em todo o mundo (SIEGEL et al., 

2021). Esses números estão aumentando anualmente e estima-se que esse tipo de 

neoplasia se tornará a segunda principal causa de morte por câncer nos EUA até 

2030 (RAHIB et al., 2014). No Brasil, a estimativa anual para o triênio 2023 a 2025 é 

de 10.980 novos casos de câncer de pâncreas, ocupando a 13ª posição em 

incidência dentre todos os cânceres e atualmente a 8ª em mortalidade por câncer, 

com 11.893 óbitos em 2020 (INCA, 2022; SANTOS et al., 2023).  

O pâncreas trata-se de um órgão glandular misto, no qual mais de 95% das 

neoplasias malignas surgem das porções exócrinas deste órgão, que compreende 

as células ductais e acinares, responsáveis por produzir e conduzir o suco 

pancreático, que contém diversas enzimas digestivas (POUR; PANDEY; BATRA, 

2003). O tipo mais comum de câncer pancreático é o adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDAC), que representa mais de 80% das neoplasias pancreáticas, 

originando-se em 60-70% dos casos na região da cabeça, 10-15% na cauda e 5-

10% no corpo do pâncreas (KLEEFF et al., 2016; TOMASELLO et al., 2019). O 

PDAC é o tumor sólido mais letal em humanos, sendo que menos de 10% dos 

pacientes sobrevive 5 anos ou mais ao diagnóstico (SIEGEL et al., 2021).  

A baixa taxa de sobrevivência desse tipo de câncer é atribuída principalmente 

a dois fatores. Primeiro, como a doença é assintomática nos estágios iniciais, os 

pacientes são frequentemente diagnosticados quando apresentam estágio 

avançado, quando não são mais elegíveis para a cirurgia de ressecção (melhor 

tratamento atual), frequentemente apresentando metástases locais e distantes do 

foco de origem (TAKIKAWA et al., 2022). Segundo, a terapia disponível atualmente 

para os pacientes não é eficaz, sendo frequente a resistência à quimioterapia e 

radioterapia, bem como o aparecimento de recidiva, mesmo após a ressecção 

curativa (PRINCIPE et al., 2021; WINTER, J. M. et al., 2012). Ainda assim, nos 

casos em que a ressecção é realizada, a sobrevida superior a 5 anos ocorre em 

menos de 25% dos casos (WINTER, J. M. et al., 2012). 
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Apesar dos robustos avanços nas descobertas de biomarcadores de 

diagnóstico em PDAC, como a descoberta de antígenos específicos (e.g. CA19-9) e 

diversos RNAs não codificadores que tem o potencial de permitir um diagnóstico 

mais precoce do câncer de pâncreas e assim aumentar as chances de uma 

ressecção curativa, muitos destes marcadores ainda não tem eficiência preditiva 

comprovada e não estão em uso clínico (BOYD et al., 2023; O’NEILL; STOITA, 

2021). Além disso, as vias moleculares e os efetores críticos do processo de 

malignidade do PDAC, presentes tanto em tumores iniciais quanto avançados, ainda 

são pouco compreendidos. Esta falta de conhecimento impede avanços no 

desenvolvimento de novas terapias, que podem ser mais efetivas e melhorar o 

prognóstico de pacientes portadores deste tipo de neoplasia. 

Assim, a presente tese buscou a caracterização de vias oncogênicas, que 

contribuem para a malignidade deste tipo de câncer, visando assim aumentar o 

repertório de conhecimento necessário para desenvolvimento de novas terapias. A 

tese é dividida em dois capítulos que se seguem, sendo que no primeiro avaliamos 

microRNAs (miRNAs) regulados pela KRAS em PDAC e no segundo investigamos a 

quinase IKKβ como um potencial alvo terapêutico para células iniciadoras de tumor 

(CITs) pancreáticas. 
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CAPÍTULO 1: Via de miRNAs regulados pela 
KRAS oncogênica em câncer de pâncreas. 
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2. INTRODUÇÃO 

2.1 KRAS 

O gene KRAS, localizado no cromossomo 12p12.1, pertence à família de 

oncogenes RAS, que inclui também os genes HRAS e NRAS, apresentando todos 

uma homologia de cerca de 85% e codificando pequenas GTPases monoméricas de 

aproximadamente 21 kDa. Nas células, este grupo de proteínas encontra-se 

ancorado na membrana plasmática interna onde fazem parte da transdução de 

sinais extracelulares para efetores intracelulares, ativando diversas vias de 

sinalização que promovem proliferação, sobrevivência e diferenciação celular (DI 

MAGLIANO; LOGSDON, 2013). 

A proteína KRAS na sua forma não oncogênica atua como um interruptor 

molecular binário, ciclando entre seu estado ativo quando ligada ao trifosfato de 

guanosina (GTP) e inativo quando ligada ao difosfato de guanosina (GDP). Quando 

KRAS está ativada (ligada a GTP), esta modula características de sobrevivência 

celular ativando diversas cascatas de sinalização, que incluem a ativação da via das 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e a via da fosfoinositídeo quinase/proteína 

B quinase (PI3K/AKT), dentre outras (KIM, H. J. et al., 2021; PARIKH et al., 2022) 

(Fig. 1). 

Para ativação das proteínas RAS em condições fisiológicas (Fig. 1), primeiro 

faz-se necessária a ligação de fatores extracelulares a receptores tirosina quinase 

(RTK) presentes na membrana das células, como por exemplo os receptores de 

fatores de crescimento epidermal (EGFR) e derivado de plaquetas (PDGFR), 

causando a sua homo ou heterodimerização e consequentemente a fosforilação 

cruzada de resíduos de tirosina da porção citoplasmática destes receptores. Esses 

resíduos agora fosforilados servem de ancoragem para proteínas adaptadoras, 

como a GRB2 (Growth fator Receptor-Bound protein 2), que recrutam os fatores de 

troca de nucleotídeos de guanina (GEFs), a exemplo da SOS (Son of Sevenless) ou 

Cdc25 (Cell division control protein 25), capazes de gerar mudanças 

conformacionais em RAS-GDP, que resultam na dissociação de GDP e entrada de 

GTP, já que no citoplasma o GTP está presente em concentração muito superior à 

do GDP (Fig. 1). 
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Figura 1. Regulação da ativação de KRAS. A ligação de um fator extracelular ao seu receptor do 
tipo tirosina quinase leva à sua dimerização e auto fosforilação. Os resíduos de tirosina fosforilados 
permitem o recrutamento da proteína adaptadora GRB2, que com seus parceiros moleculares leva à 
ativação das GEFs, que por sua vez interagem com a forma inativa de KRAS (KRAS-GDP) induzindo 
a troca do nucleotídeo de guanina. KRAS ativa (ligada a GTP) leva à ativação de diversos efetores, 
aqui representados pelas 2 principais vias (MAPK e PI3K), que culminam na sobrevida e proliferação 
celular. Ao cessar o sinal extracelular, as GAPs interagem com a forma ativa de KRAS (KRAS-GTP) 
promovendo a hidrólise do GTP em GDP e inativando as vias a jusante. Adaptado de ZHU et al., 
2021. 

Já a inativação das proteínas RAS dá-se pela hidrólise de GTP a GDP, uma 

vez cessado o estímulo extracelular. As proteínas RAS possuem capacidade 

GTPásica intrínseca, porém esta apresenta cinética muito lenta, requerendo assim o 

auxílio das proteínas GAPs (GTPase Activating Proteins) para acelerar a catálise e 

torná-la inativa (ligada a GDP) (Fig. 1). Entretanto, em tumores é justamente este 

processo de inativação que se encontra comprometido por mutações oncogênicas. 

Em KRAS, as mutações pontuais mais prevalentes envolvem o domínio de ligação 

às GAPs (códons 12 e 13) ou o domínio catalítico (códon 61), resultando na perda 

da capacidade de hidrolisar o GTP em GDP, retendo KRAS na sua forma ativa 

(ligada a GTP), resultando assim em uma estimulação constitutiva de diversos 

efetores que propiciam a proliferação celular descontrolada, transformação maligna 

e resistência à apoptose (DELPU et al., 2011; WATERS; DER, 2018). 
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2.2 KRAS no câncer de pâncreas 

Mutações oncogênicas em KRAS são altamente prevalentes em PDAC, 

ocorrendo em aproximadamente 85% dos casos e estão presentes desde os 

eventos iniciais da carcinogênese pancreática (DELPU et al., 2011; DI MAGLIANO; 

LOGSDON, 2013). No PDAC, mais de 98% das mutações ativadoras de KRAS são 

do tipo missense no códon 12 do seu gene (Fig. 2-A), gerando a troca do 

aminoácido codificante glicina (G12) por diferentes aminoácidos (Fig. 2-B). Neste 

tipo de tumor, existe uma maior prevalência das mutações G12D e G12V, que geram 

a troca da glicina para aspartato e valina, respectivamente (Fig. 2-B).  Apesar do 

sucesso recente de uma terapia direcionada especificamente para KRAS G12C 

através do inibidor Sotorasibe, que se liga covalentemente à cisteína do códon 12 

mutado, em PDAC este inibidor não tem impacto significativo na terapia, uma vez 

que a mutação G12C representa menos de 2% do total de casos (SKOULIDIS et al., 

2021). 

 

 

Figura 2. Frequência dos tipos de mutações em KRAS presentes no PDAC. (A) mutações 
oncogênicas nos diferentes códons de KRAS. (B) tipos de mutações mais frequentes no códon 12 
com substituição do aminoácido glicina (G) por outros. Adaptado de BRYANT et al., 2014. 

Assim, mediante o fato da não existência até o momento de inibidores 

efetivos para as demais mutações em KRAS e sua alta prevalência no PDAC, faz-se 

necessário cada vez mais ampliar o conhecimento sobre seus efetores e vias 

moleculares que contribuem para a tumorigênese e malignidade do PDAC, visando a 

inibição indireta deste oncogene (WATERS; DER, 2018).  
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2.3 MicroRNAs 

Os microRNAs (miRNAs) são pequenas moléculas endógenas de ácido 

ribonucleico (RNA) fita simples, não-codificantes, que contém entre 21 e 25 

nucleotídeos e que possuem expressão anormal em diferentes cânceres humanos, 

incluindo PDAC (ADAMS; KASINSKI; SLACK, 2014; PENG; CROCE, 2016; ZOU et 

al., 2019). Eles participam da regulação gênica pós-transcricional, atuando no 

silenciamento da expressão gênica ao se ligar aos RNAs mensageiros (mRNAs), 

formando um trecho de RNA dupla fita que pode então bloquear a tradução e/ou 

levar a degradação do mRNA alvo através da atuação do complexo de silenciamento 

induzido por RNA (RISC) (BUSHATI; COHEN, 2007) (Fig. 3).  

A interação entre miRNAs e mRNAs ocorre através do pareamento de 7 

nucleotídeos da região 5' dos miRNAs (seed sequence) com sítios complementares 

na região 3' UTR (região não traduzida – untranslated region) dos mRNAs alvos, 

sendo importante salientar que um mesmo miRNA pode atuar em mais de um 

mRNA, assim como um mRNA também pode interagir com mais de um miRNA.  

 

Figura 3. Biogênese dos microRNAs. A transcrição ocorre principalmente pela RNA polimerase II, 
originando o transcrito primário denominado pri-miRNA, que é processado pela Drosha resultando no 
pré-miRNA. Este é exportado para o citoplasma onde sofre o processamento pela Dicer, gerando um 
RNA dupla fita. Uma das fitas é degradada e a outra é complexada ao RISC, podendo assim bloquear 
a tradução do mRNA alvo ou degradá-lo. Adaptado de WINTER, J. et al., 2009. 
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2.4 MicroRNAS e KRAS no PDAC 

No câncer, os miRNAs podem atuar como supressores tumorais, inibindo a 

tradução de oncoproteínas; ou como miRNAs oncogênicos (oncomiRs), quando 

inibem a tradução de proteínas relacionadas à supressão tumoral, contribuindo para 

a transformação maligna e consequentemente para a progressão da doença 

(BARTEL, 2004; HE; HANNON, 2004; ZHOU; LIU; CAO, 2017). Utilizando análises 

de bioinformática do transcriptoma de 12 amostras de tecido pancreático (9 de 

PDAC e 3 não tumorais), VILA-CASADESÚS et al. (2018) foram capazes de estimar 

17.401 interações miRNA-mRNA relevantes para o câncer pancreático, destacando 

a complexidade das interações miRNA-mRNA em PDAC e o desafio de identificar 

alvos mais relevantes para o desenvolvimento terapêutico. 

A associação de miRNAs com KRAS no PDAC é extensivamente explorada 

em diversos trabalhos da literatura. A exemplo temos que a expressão dos miR-96, 

miR-126 e miR-217 encontram-se reduzidas em amostras de PDAC mutantes para 

KRAS tanto de pacientes quanto em linhagens celulares, sendo os níveis de KRAS 

diminuídos pela superexpressão individual de cada um desses três miRNAs, 

resultando na redução da proliferação celular, migração e invasão (JIAO et al., 2012; 

YU et al., 2010; ZHAO et al., 2010). KENT et al. (2010) mostraram em linhagens 

celulares pancreáticas tumorais e não tumorais, que a perda da expressão do cluster 

miR-143/145, observada no PDAC, é causada pela KRAS oncogênica de maneira 

dependente da sua proteína efetora RREB1 (Ras Responsive Element Bindind 

protein 1), a qual se liga ao promotor desse cluster, reprimindo a sua expressão. Em 

contrapartida, a reexpressão desses miRNAs diminui os níveis de KRAS e RREB1, 

inibindo a tumorigênese em ensaios in vitro e in vivo em modelo xenográfico (KENT 

et al., 2010).  

Além disso, já está estabelecido que a família de miRNAs Let-7 regula 

negativamente a expressão de KRAS, sendo os primeiros miRNAs descobertos que 

possuem vários sítios distintos no 3’UTR de KRAS (JOHNSON et al., 2005). Vários 

estudos mostraram diminuição significativa da expressão de let-7 em amostras de 

câncer pancreático em comparação com tecidos normais adjacentes ao tumor, 

sendo a perda de expressão de let-7 correlacionada a formas mais agressivas da 

doença, tornando esses pacientes inelegíveis a ressecção cirúrgica (TORRISANI et 
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al., 2009). Eles também observaram que a superexpressão ectópica de let-7 no 

PDAC diminui significativamente a expressão de KRAS e inibe a via das MAPK com 

diminuição concomitante na proliferação celular. No entanto, a superexpressão de 

let-7 falha em inibir o crescimento e progressão do tumor (TORRISANI et al., 2009). 

Apesar da extensa literatura sobre miRNAs que se apresentam reduzidos no 

PDAC devido ação supressora tumoral por alvejarem KRAS e/ou suas proteínas de 

vias a jusante, a identificação de miRNAs como efetores de KRAS (oncomiRs) ainda 

permanece pouco explorada (RACHAGANI et al., 2015; RONCARATI et al., 2019; 

TESFAYE; AZMI; PHILIP, 2019).  

3. OBJETIVOS 

Assim, nosso objetivo foi identificar miRNAs regulados pela KRAS oncogênica 

que possam contribuir para características tumorais em PDAC, ampliando assim 

nosso conhecimento ainda escasso sobre como a KRAS atua na via dos miRNAs 

para promover o fenótipo maligno e potencialmente fornecendo novos 

biomarcadores para auxiliar no diagnóstico/prognóstico. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Linhagens celulares e condições de cultura celular 

A linhagem celular primária de epitélio ductal pancreático humano 

imortalizada com proteínas HPV E6 e E7 (HPDE), e sua versão modificada para 

expressar a KRASG12V (HPDE-KR) foram cultivadas em meio K-SFM (Invitrogen) 

suplementado com 2,5µg de EGF e 25mg de Extrato de Pituitária Bovina. As 

linhagens celulares humanas de PDAC: AsPC-1 (KRASG12D; ATCC CRL-1682) e 

BxPC-3 (KRASWT; ATCC CRL-1687) foram cultivadas em meio RPMI1640; PANC-1 

(KRASG12D; ATCC CRL-1469) e Mia-PaCa-2 (KRASG12C; ATCC CRL-1420) foram 

cultivadas em meio DMEM, suplementando-se 10% de soro fetal bovino (SFB) em 

todas as linhagens de PDAC, sendo para a Mia-PaCa-2 ainda acrescentado 2,5% de 

soro de cavalo. Todas as células foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de 

CO2 até a confluência máxima de 80%.  
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Para separação das células e seu replaqueamento para subcultura e 

experimentos, as células aderidas foram previamente lavadas com solução de PBSA 

e incubadas por 5 minutos com tripsina 0,1% em PBSA acrescido de 2mM de EDTA. 

Após à perda de adesão das células à placa, a inativação da tripsina foi feita pela 

adição de meio de cultura completo (com 10% SFB) ou meio RPMI1640 contendo 

1mg/ml de inibidor de tripsina de soja (no caso da HPDE e HPDE-KR), sendo a 

suspensão de células centrifugada a 300g por 5 minutos e descartado o 

sobrenadante. O pellet de células foi ressuspendido no meio de cultura apropriado 

para cada linhagem, sendo o número de células vivas contabilizado na câmara de 

Neubauer com auxílio do azul de Tripan na proporção 1:1. 

4.2 Ensaio de microarranjo de miRNAs 

Este ensaio foi realizado anteriormente pelo nosso grupo e consta da tese de 

doutorado do aluno Mateus Aoki (AOKI, 2014). Resumidamente, a integridade das 

amostras de RNA foi confirmada pelo Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent 

Technologies) Nano Chip, aplicando-se 80-120 ηg de RNA e procedendo-se apenas 

com as amostras que apresentaram RIN>7. O ensaio de microarranjo foi realizado 

usando a lâmina AMADID 029297 Human miRNA Release 14.0 (Agilent 

Technologies), em quadruplicado para cada linha celular (HPDE ou HPDE-KR) e 

seguindo o protocolo do fabricante. As lâminas foram escaneadas com resolução de 

5 μm usando DNA Microarray Scanner com tecnologia de alta resolução Surescan 

(Agilent Technologies) e intensidades de fluorescência extraídas usando software de 

extração de recursos. 

4.3 Predição de alvos e sítios dos miRNAs  

Os alvos dos miRNAs estudados foram identificados usando o banco de 

dados QIAGEN Ingenuity Pathways Analysis. O número de sítios e localização de 

cada sítio para cada miRNA estudado na sequência 3'UTR de PTEN foram 

determinados através do banco de dados miRTarbase 

(https://miRtarbase.cuhk.edu.cn/), que reúne os sítios preditos pelo algoritmo 

miRanda (desenvolvido pelo Computational Biology Center of Memorial Sloan-

Kettering Cancer Center) com base no score de pareamento da seed sequence de 

cada miRNA de interesse contra a região 3'UTR de diversos mRNA humanos. Para 



21 
 

a predição do heteroduplex (miRNA-mRNA) e sua energia mínima de ligação 

usamos o Interative Prediction of RNA22 v2 (https://cm.jefferson.edu/rna22 

/Interactive/) com as seguintes configurações: mínimo de 10 pares de bases; energia 

de máxima de -5 Kcal/mol e sensibilidade 63% vs especificidade 61% (default). 

4.4 Análise de proteínas por Western Blotting 

As células foram lisadas em tampão RIPA (20mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM 

NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1% NP-40) contendo inibidor de protease (Roche) e 

inibidor de fosfatase (Cocktail phosphatase inhibitor, Sigma) e a concentração de 

proteínas totais quantificada pelo método Bradford. Alíquotas contendo 120 µg de 

proteína total foram misturadas o Laemmli buffer 1x (62,5mM Tris, 2% SDS, 10% 

glicerol, 5% β-mercaptoetanol e azul de bromofenol) e fervidas a 100ºC por 5 

minutos.  Após o resfriamento, as amostras contendo 30 µg de proteína total foram 

submetidas a eletroforese em géis de SDS-poliacrilamida a 10-12% (120V) e 

transferidas para membranas de PVDF (15V por 15h). Em seguida, as membranas 

foram bloqueadas com 5% de albumina sérica bovina (BSA) em TBS-Tween20 

(TBS-T) e incubadas com os respectivos anticorpos primários (diluídos na solução 

de bloqueio acrescida de 0,01% de Azida sódica) overnight a 4°C, lavadas três 

vezes com TBS-T e incubadas com anticorpos secundários conjugados a HRP. Para 

emissão de quimioluminescência utilizamos o substrato ECL Supersignal West Pico 

Plus (Thermo Fischer Scientific) com a visualização e captura do sinal pelo 

equipamento ChemiDoc MP Image System (Bio-Rad).  

A quantificação das bandas de western blotting foi realizada no software 

ImageJ e primeiro foi feita a normalização de todas as amostras através da divisão 

do valor obtido para a banda corada com anticorpo de interesse pelo valor obtido 

para a banda corada com anticorpos para proteínas de expressão constitutiva 

(GAPDH ou -Tubulina). Em seguida as amostras teste foram comparadas à 

amostra controle, cujo valor obtido após a normalização foi ajustado arbitrariamente 

para 1,0, sendo os números apresentados abaixo das bandas nas figuras. Os 

anticorpos utilizados e suas diluições encontram-se na tabela abaixo. 
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4.5 Análise de co-expressão dos miRNAs em relação a PTEN e KRAS 
oncogênica 

Para esta análise foram usados dados públicos de RNAseq e 

sequenciamento de exoma de câncer pancreático (PAAD-US, total de 177 amostras) 

disponíveis no TCGA (The Cancer Genoma Atlas), que foram recuperados através 

do Genomic Data Commons Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/). Os dados 

de expressão normalizados em fragmentos por kilobase por milhão (FPKM) para 

mRNAs e reads por milhão de leituras mapeadas (RPM) para miRNAs foram obtidos 

e analisados de forma cruzada. Esses dados foram usados para investigar 

associações entre a presença de mutações oncogênicas de KRAS detectadas 

através de análise do exoma e os níveis de expressão de miRNAs em PDAC. De 

maneira semelhante, o mesmo conjunto de dados foi usado para avaliar a co-

expressão de PTEN e alguns miRNAs selecionados para gráfico de dispersão e 

correlação de Pearson usando um limite de significância de p<0,05. 

4.6 Extração de RNA total e transcrição reversa 

O RNA total foi isolado usando o reagente TRIzol (Invitrogen) seguindo o 

protocolo do fabricante, seguido do tratamento com DNase I (Invitrogen) por 15 

minutos para eliminação de contaminações com DNA genômico. A inativação da 

DNase I foi realizada através da adição de EDTA (2,5 mM) seguido de tratamento 

térmico a 65ºC por 10 minutos. Para mRNAs, a transcrição reversa foi realizada com 

1 μg de RNA total utilizando a transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen) e para 

os miRNAs, a transcrição reversa foi realizada com 2μg de RNA total utilizando o kit 

miScript RT II (Qiagen), também seguindo os protocolos dos respectivos fabricantes.  
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4.7 Análise de expressão relativa por RT-qPCR 

Todas as reações de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento 

Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher) utilizando 6 µl 

SYBR® Green master mix (Thermo Fisher Scientific), 15 ηg do respectivo cDNA e 

200-400 ηM dos primers foward e reverse para o gene de interesse em um volume 

final de 12 µl por poço. As curvas de melting de cada produto amplificado foram 

analisadas para avaliar a especificidade das reações de amplificação e detectar a 

presença de eventuais contaminações ao comparar os Tm das reações completas 

com os controles sem cDNA (NTC) e controle sem transcriptase reversa (No RT). A 

quantificação relativa foi determinada pelo método ΔΔCt usando os genes humanos 

de expressão constitutiva, GAPDH ou U6A como controles endógenos. As 

sequências utilizadas para cada par de primers encontram-se listadas na Tabela 

abaixo. 

 

4.8 Transfecções celulares 

As diferentes linhagens celulares foram previamente semeadas em placas de 

6 poços (1-2 x105 células/poço) para aderirem. No dia seguinte, as células foram 

transfectadas transitoriamente com siRNAs (50ηM), oligonucleotídeos dupla-fita 

miméticos de miRNA miRVana® Mimics (Invitrogen®) nas concentrações de 20ηM 

(ensaio de luciferase) ou 5 ηM (ensaio de colônia), oligonucleotídeos de RNA 

modificados com ação inibitória para miRNAs miRVana® Inhibitors (anti-miRs, 

Invitrogen®) na concentração de 50ηM, 80ηg do vetor pcDNA4 vazio (controle) ou 
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contendo KRAS G12V-HA (tag) usando o reagente de transfecção Lipofectamina 

3000 (Invitrogen), seguindo em todos os casos o protocolo do fabricante. Para as 

transfecções com os siRNAs, Mimics e Anti-miRs, foram utilizadas moléculas 

controle, que não possuem similaridade com mRNAs humanos conhecidos (siRNA 

controle) ou que não possuem miRNAs alvos conhecidos (Mimics e anti-miRs 

controle). As extrações de RNA e proteínas foram realizadas 96 horas após a 

transfecção.  

4.9 Clonagem de inserto do 3’UTR de PTEN na firefly luciferase 

 Com base nos sítios preditos para os 7 miRNAs de interesse no 3’UTR de 

PTEN, selecionamos 4 regiões distintas da sequência 3’UTR de PTEN (insertos) 

para serem clonadas, de modo que obtivéssemos o enriquecimento máximo para os 

sítios previstos e limite de tamanho máximo de 1Kb. A clonagem de cada região foi 

feita por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com 200ηg de cDNA de células 

AsPC-1, 0,2 µL de Taq DNA polimerase, 0,4 µL dNTPs (10 mM), 4 µL tampão com 

MgCl2 e 200ηg dos pares de primers abaixo, totalizando 25 µL. Para a amplificação 

no termociclador foram utilizados os seguintes ciclos: 94 °C por 3 min para 

desnaturação do DNA, 35 ciclos (94°C – 45 s, 62°C – 1 min, 72°C – 1 min), 72°C por 

10 min e mantença a 10°C. Os iniciadores utilizados nas reações de PCR estão 

descritos na tabela abaixo. 

 
As bases sublinhadas foram inseridas para gerar sítios para as enzimas de restrição NheI e SbfI para 

clonagem no vetor de interesse. 

Para ligação, utilizamos a razão molar de 1 do vetor pmirGLO linearizado (150 

ηg) para 8 insertos, ambos previamente digeridos com as enzimas de restrição NheI 

e SbfI a 37ºC por 3h. As reações de ligação foram realizadas com 2U da enzima T4 

DNA ligase (Invitrogen) a 4oC overnight. Para transformação bacteriana, 5µL do 

produto da ligação foram adicionados a 50µL bactérias quimocompetentes DH5α, 
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seguido do choque térmico, recuperação e plaqueamento com seleção de 50µg/ml 

de ampicilina. Para confirmação de colônias bacterianas que continham os 

plasmídeos com os respectivos insertos, procedemos com PCR de colônia utilizando 

o mesmo protocolo e primers utilizados na geração dos insertos. Por fim, os 

plasmídeos foram purificados pelo kit PureLink midPrep (Invitrogen) e a sequência 

de cada inserto confirmada por sequenciamento de Sanger realizado pelo serviço de 

sequenciamento do Instituto de Biociências (IB-USP), não havendo alterações de 

bases dentro da sequência dos sítios preditos para o miRNAs. A sequência completa 

do 3’UTR de PTEN e de cada inserto encontra-se no Anexo 1.  

410 Ensaio de Luciferase 

Para o knockdown de KRAS, 5x104 céls/poço foram plaqueadas em placas de 

24 poços e transfectadas com 20ηM de siRNA CTRL ou smartpool de KRAS. 

Alternativamente, o mesmo número de células foram transfectadas com 20ηM dos 

anti-Mirs ou 20ηM dos mimics. Após 48h em ambos os casos, as células foram 

transfectadas com 300ηg do vetor pmirGlo original (sem inserto) ou contendo um 

dos 4 diferentes insertos por 24h, tempo no qual as células foram lavadas uma vez 

com PBSA e em seguida lisadas com 200µl do PLB (Passive Lysis Buffer) por poço 

por 20min temperatura ambiente. Para medição da atividade de luciferase, 

20µL/poço dos lisados foram colocados em placas brancas de 96 poços (Greiner) e 

colocadas no leitor SpectraMaxL (Molecular Devices), seguindo o protocolo do 

equipamento para o kit Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega), após a injeção 

automatizada e leitura dos substratos para luferases Firefly e Renilla, sendo o sinal 

da Firefly normalizado pelo sinal da Renilla (razão Firefly/Renilla). 

4.11 Ensaio de colônia 

As células AsPC-1 foram semeadas transfectadas com 5ηM do mimic miR-

19b ou miR-CTRL (controle) ou transfectadas com 50ηM do inibidor de miRNA (anti-

miR) para o miR-19b-3p ou anti-miR-CTRL (controle). Após 48h de transfecção, 

2.500 células/placa foram semeadas em placas de 60 mm e as células foram 

cultivadas por 14 dias. As placas foram então lavadas com PBS, fixadas com 

metanol por 20 minutos, seguindo-se a coloração das colônias com cristal violeta 

0,5% preparado em solução de água e metanol (proporção 80:20) por 20 minutos. 

Após isso, as placas foram lavadas três vezes com PBS e secas à temperatura 
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ambiente. Cada placa foi fotografada com câmera de celular de 12MP na mesma 

distância e zoom, prosseguindo com a contagem do número de colônias, realizada 

manualmente no software ImageJ utilizando as fotos e a ferramenta Cell counter. 

4.12 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo 

 Para este ensaio, as células AsPC-1 foram transfectadas com os anti-miRs 

CTRL e 19b-3p como relatado no item 4.8. Após 24h da transfecção, as células 

foram replaqueadas em placa de 6 poços (5x104 células/poço) e tratadas com o 

quimioterápico gencitabina nas concentrações de 5µM ou 10µM pelo período de 

72h. As células foram, então, tripsinizadas e centrifugadas a 300 x g por 5min. O 

pellet de células foi então ressuspendido em 100µl tampão contendo Anexina V-

FITC (diluição 1:20) e o corante 7-AAD (1:20), incubado por 30 min ao abrigo da luz 

à temperatura ambiente. As células foram novamente centrifugadas e o pellet 

ressuspendido em 300µl de PBS, seguido de leitura no citômetro Accuri (BD). 

Alternativamente, para os controles positivos de marcação para morte celular, as 

células sem transfecção e tratamento com gencitabina, foram incubadas a 60ºC por 

10min antes de proceder com a marcação para Anexina V-FITC ou 7-AAD. 

4.13 Análise estatística 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados plotados no 

software GraphPad Prism 9 para geração de imagens gráficas e onde foi realizada a 

análise estatística, sendo cada teste estatístico indicado nas legendas. Nos 

experimentos de análise de microarranjo, os dados gerados foram normalizados e 

analisados pelo método Lowess ou SVR com correção FDR (false discovery rate), 

sendo o microRNA detectado em pelo menos 3 dos 4 arranjos realizados. 

  



27 
 

5. RESULTADOS 

Para avaliar quais microRNAs estariam associados à KRAS oncogênica, 

nosso grupo realizou anteriormente um ensaio de microarranjo para miRNAs usando 

a linhagem celular epitelial ductal pancreática humana não transformada (HPDE) e 

sua contraparte isogênica HPDE-KR, que expressa KRAS com mutação no códon 

12 (G12V) (AOKI, 2014). Os resultados entre HPDE vs HPDE-KR, mostrados na 

Tabela 1, identificaram 17 miRNAs regulados positivamente por KRAS (fold-change 

>1,0) no HPDE-KR em comparação com HPDE (KRAS selvagem). Visando 

identificar os alvos principais regulados por estes miRNAs, o nosso grupo, usando o 

banco de dados QIAGEN Ingenuity Pathways Analysis, identificou a fosfatase PTEN 

(phosphatase and tensin homologue) como o alvo regulado pelo maior número de 

miRNAs identificados (Tabela 2), sendo regulado por 7 dos 17 miRNAs aumentados 

por KRAS identificados na análise de microarranjo (AOKI, 2014). 

 

De fato, olhando mais especificamente para a regulação do PTEN por KRAS, 

observamos claramente que KRAS regula negativamente os níveis da proteína 

PTEN (Fig. 4). No modelo de linhagens isogênicas HPDE/HPDE-KR (Fig. 4-A), a 

expressão de KRAS oncogênica na HPDE-KR leva à diminuição de cerca de 80% 

nos níveis de PTEN, mesmo sem aumento significativo nos níveis de RAS, 

corroborando os dados obtidos pela análise de microarranjo. Para validar esta 

regulação em linhagens pancreáticas tumorais oriundas de pacientes, nós utilizamos 

as linhagens AsPC-1, Mia PaCa-2 e PANC-1, todas portadoras de formas 

oncogênicas da KRAS, e observamos que, quando a expressão de KRAS é 

diminuída (knockdown) por siRNA (Fig. 4-B) ou shRNA induzível por doxiciclina (Fig. 

4-C), os níveis de PTEN aumentam de 1,5-3,1 vezes dependendo da linhagem. 

Além disso, ocorre também uma diminuição de 25 e 40% de PTEN frente a 

superexpressão de KRAS mutante em nas linhagens AsPC-1 e PANC-1 

respectivamente, confirmando que os níveis de PTEN são regulados negativamente 

por KRAS. 
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Tabela 1. A análise de microarranjo revelou 17 miRNAs regulados positivamente em células 
pancreáticas que expressam KRAS oncogênico. (Modificado de AOKI, 2014). 
 

 
* Expressão nula 
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Tabela 2. Análise global de alvos de miRNA regulados positivamente por KRAS. Modificado de: 
(GOMES FILHO, 2019) 
 

 

 

 

Figura 4. Regulação negativa do PTEN por KRAS em diferentes modelos de linhagens de células 
pancreáticas. (A) Análise por Western blotting com os anticorpos indicados de extratos proteicos da 
linhagem celular epitelial ductal não tumoral (HPDE) e sua forma celular isogênica expressando 
KRASG12V oncogênica (HPDE-KR); (B) As células PANC-1, MIA PaCa-2 e AsPC-1 foram transfectadas 
com siRNA sem alvos conhecidos (siCtrl) ou siRNA SMARTpools para KRAS (siKRAS). Os extratos 
proteicos foram coletados 72 horas após a transfecção e avaliados através de Western Blotting com os 
anticorpos indicados; (C) As células AsPC-1 expressando induzivelmente um shRNA controle sem alvos 
conhecidos (shCtrl) ou um shRNA para KRAS (shKRAS) foram tratadas com 2 ug/mL de doxiciclina 
(Dox) por 48h e os extratos proteicos foram coletados e avaliados através de Western Blotting com os 
anticorpos indicados; (D) As células PANC-1e AsPC-1 foram transfectadas com o vetor pGL4 que leva a 
expressão constitutiva de KRASG12V fusionada a HA (HA-KRAS). Os extratos proteicos foram coletados 
72 horas após a transfecção e avaliados através de Western Blotting com os anticorpos indicados. As 
bandas proteicas foram normalizadas pelo controle endógeno (GAPDH ou α-Tubulina) e a quantificação 
relativa das bandas proteicas foi feita em relação à amostra referência em cada caso (HPDE, siCtrl, 
shCtrl ou vetor vazio) usando o software ImageJ. As imagens mostradas são representativas de 3 
experimentos independentes. 
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 Em sequência decidimos investigar no banco de dados de amostras de PDAC 

do TCGA (The Cancer Genome Atlas - NCBI) PAAD-US (n=119) como se dá a 

expressão destes 7 miRNAs em relação a KRAS mutante vs selvagem (Fig. 5), bem 

como se existe correlação entre a expressão destes miRNAs e a expressão de PTEN 

(Fig. 6). Apenas o miR-21 e o miR-221 apresentaram aumento significativo de 

expressão em pacientes portadores de mutação em KRAS em relação a pacientes 

portadores da versão selvagem. Entretanto, os miRNAs 19b e 29b também 

apresentaram pequeno aumento de expressão nas amostras com mutação em KRAS, 

que não foi significativo, talvez pelo número reduzido (n=26) de pacientes portadores 

da versão selvagem da KRAS.  

Com relação a correlação de expressão com PTEN, apenas o miR-19b e o miR-

29b demonstraram correlação negativa significativa de expressão em torno de 30% 

com PTEN. Cabe ressaltar aqui, que os dados do TCGA não distinguem os miRNAs 

maduros (3p e 5p) dos seus precursores (miRNAs dupla fita e pré-miRNAs), o que 

dificulta uma comparação direta com os dados gerados no microarranjo em que 

detectamos especificamente as fitas simples, que são as funcionais de fato. Além 

disso, ressaltamos que os números 1 e 2, que aparecem a frente do miR-19b e miR-

29b, servem para designar 2 miRNAs com genes distintos, com alto grau de 

similaridade de sequência, com diferenças na fita 5p, mas codificando fitas 3p 

idênticas.  
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Figura 5. O miR-21 e o miR-221 apresentam expressão aumentada em amostras de pacientes 
portadores de PDAC com KRAS mutante no banco de dados do TCGA. Box plots com a expressão 
de cada miRNA dada pela contagem de reads normalizadas por milhão (RPM) extraída do miRNAseq do 
conjunto de dados de amostras de pacientes com PDAC do TCGA, subdivididos entre KRAS mutante 
(Mut, n = 93) e selvagem (WT, n = 26). A significância estatística das diferenças foi determinada pelo 
teste de Mann-Whitney. O miR-205 não demonstrou expressão nas nossas análises. 

 
Figura 6. MiR-19b e MiR-29b apresentam correlação negativa de expressão com PTEN em 
amostras de pacientes portadores de PDAC disponíveis no TCGA. Gráficos de dispersão da 
expressão normalizada de PTEN em unidades FPKM (eixo x) e a expressão de cada miRNA em 
unidades RPM (eixo y) detectados no conjunto de dados do TCGA (n=119). Os scores de correlação de 
Pearson (r) e valor p (p) foram calculados separadamente para cada conjunto de dados e medem a 
correlação dos pontos com a linha de tendência e significância desta correlação, respectivamente. 
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Como os estudos correlativos acima não demonstram causalidade, para 

confirmar se KRAS regula positivamente os 7 miRNAs que tem PTEN como alvo 

predito em um contexto de PDAC, nós inibimos a expressão de KRAS por interferência 

de RNA na linhagem celular de adenocarcinoma pancreático AsPC-1 portadora de 

KRASG12D e avaliamos se esta inibição afetava a expressão dos miRNAs de interesse 

(Fig. 7). Primeiramente, usando esta abordagem nós observamos uma redução de 

25% na expressão proteica com o anticorpo anti-panRas, que detecta as 3 isoformas 

de RAS (HRAS, KRAS e NRAS) (Fig. 7-A). Para determinar com mais acurácia o nível 

de redução de expressão de KRAS, nós realizamos qPCR com primers específicos 

para KRAS e observamos uma redução de aproximadamente 35% na expressão de 

KRAS nas células AsPC-1 expressando o shRNA para KRAS em relação ao controle 

(Fig. 7-B). Esta redução na expressão de KRAS foi acompanhada por uma redução 

significativa (entre 32-62%) da expressão de 4 dos 7 miRNAs avaliados (Fig. 7-C). 

 

Figura 7. A inibição de KRAS reduz a expressão de miRNAs que tem PTEN como alvo. A linhagem 
celular AsPC-1 transduzida com vetores lentivirais para expressão induzível por doxicilcina de short-
hairpin RNA controle sem alvo existente (shCTRL) ou direcionado a KRAS (shKRAS) foi tratada com 
doxiciclina (2µg/ml) por 96h, seguida da extração de RNA e proteína. (A) Os extratos proteicos foram 
analisados através de Western Bloting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram 
quantificadas e normalizadas pelas amostras de referência (shCTRL). (B e C) A expressão de KRAS (B) 
e dos miRNAs de interesse (C) foi analisada por RT-qPCR como indicado na figura. A expressão relativa 
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de KRAS foi normalizada por HMBS e as dos miRNAs normalizadas por U6A. Os gráficos de barras 
representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos indipendentes. A significância estatística 
foi avaliada através do teste Student-t (NS, não significativo, **p<0.01) comparando o grupo shCTRL 
com o grupo shKRAS. 

 

Além destes experimentos de perda de função de KRAS, também realizamos 

um experimento de ganho de função de KRAS, aonde transfectamos a linhagem AsPC-

1 com um vetor que leva à superexpressão da KRASG12V fusionada a um epítopo HA e 

avaliamos a expressão dos miRNAs de interesse (Fig. 8-B). A superexpressão da 

KRAS recombinante foi confirmada por Western Blotting (Fig. 8-A). No entanto, 

contrário ao esperado, 5 dos 7 miRNAs apresentaram expressão drasticamente 

reduzida nas células com superexpressão de KRAS, sendo que apenas o miR-19b-3p 

se comportou conforme o esperado apresentando um aumento significativo de 

expressão de cerca 45% (Fig. 8-B). Este comportamento inesperado na expressão da 

maioria dos miRNAs pode estar relacionado a expressão de KRAS mutante em níveis 

supra fisiológicos em uma linhagem já portadora de mutação em KRAS.  

 

Figura 8. A superexpressão de KRASG12V nas células AsPC-1 reduz a expressão da maioria dos 
miRNAs que tem PTEN como alvo. As células AsPC-1 foram transfectadas com 1µg do vetor pGL4 
vazio (controle) ou contendo inserto para expressão de KRASG12V fusionada ao epítopo HA (KR-G12V). 
(A) Os extratos proteicos foram coletados 72h após a transfecção e analisados através de Western 
blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram quantificadas e normalizadas pelas 
amostras de referência (Vetor vazio). (B) A expressão dos miRNAs de interesse foi analisada 72h após a 
transfecção por RT-qPCR como indicado na figura, sendo normalizada pelo controle endógeno U6A. Os 
gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A 
significância estatística foi avaliada através do teste Student-t (NS, não significativo, *p<0,05; **p<0,01 e 
***p<0,001) comparando o grupo Vetor vazio com o grupo KRAS G12V. 

 

Desta forma, consideramos que os experimentos de perda de função são mais 

confiáveis por reduzir os níveis fisiológicos de KRAS presente nas células. Assim, 

tendo em vista que a inibição de KRAS leva simultaneamente a um aumento da 

expressão de PTEN (Fig. 7A) e à diminuição da expressão de miRNAs que tem PTEN 

como alvo (Fig. 7C), estes resultados sugerem que KRAS possa regular os níveis de 
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PTEN através da modulação destes miRNAs. Para confirmar esta hipótese é 

importante avaliar se KRAS consegue modular a expressão de PTEN através da região 

3’UTR do mRNA de PTEN, que é a região principal que sofre modulação pelos 

miRNAs. Para tanto, nós resolvemos investigar como a inibição da expressão de KRAS 

nas células AsPC-1 afeta a expressão do gene repórter da luciferase contendo a região 

3’UTR de PTEN. Como a região 3’UTR de PTEN é muito longa, tendo mais de 6 Kb, o 

que dificulta sua clonagem integral, nós inicialmente identificamos todos os sítios para 

miRNAs presentes no 3’UTR de PTEN através do software miRanda, usando o banco 

de dados miRTarBase (Apêndice 1, Fig. 9A). Com base nestes dados, a nossa 

estratégia foi amplificar independentemente 4 regiões diferentes do 3'UTR de PTEN de 

cerca de 1 Kb cada e inserir no sítio de clonagem do plasmídeo pmiRGlo, que se 

localiza no início da região 3'UTR do gene repórter firefly luciferase (Fig. 9-B). A 

escolha das regiões a serem clonadas foi com base no enriquecimento máximo de 

sítios previstos para interação com os miRNAs de interesse no limite de tamanho 

máximo de 1Kb.  

Após a clonagem e verificação por sequenciamento de cada um dos 4 insertos 

no 3'UTR do gene repórter da firefly luciferase (Fig. 9-B), nós transfectamos cada 

construção na linhagem AsPC-1, realizamos a inibição da expressão de KRAS por 

interferência de RNA e medimos a atividade de luciferase (Fig. 9-C), sendo que o 

resultado esperado seria um aumento da atividade de luciferase frente à inibição de 

KRAS. Como resultado, pudemos distinguir que ocorreu um aumento da atividade da 

luciferase frente à inibição de KRAS apenas na presença do inserto #2, sugerindo que 

esta região contém sítios importantes para miRNAs regulados por KRAS. Dos 7 

miRNAs estudados, o inserto #2 contém sítios previstos apenas para os miRNAs 

29a/b-3p e 19b-3p (Fig. 9-B). Uma vez que os miRNAs 29a-3p e 29b-3p não parecem 

ser regulados por KRAS (Fig. 7) e o miR-19b-3p demonstrou ser regulado por KRAS 

tanto no experimento de perda de função (Fig. 7), quanto no experimento de ganho de 

função (Fig. 8), resolvemos focar os estudos subsequentes na caracterização funcional 

do miR-19b-3p. 
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Figura 9. KRAS é capaz de regular a atividade do gene repórter da luciferase na presença da 
região 3’-UTR de PTEN. (A) O número de sítios para cada miRNA de interesse na região 3’-UTR de 
PTEN preditos com base na complementaridade das “seed sequences” pelo algoritmo MiRanda, sendo 
consultado no banco de dados miRTarBase. (B) Esquema e posição das 4 regiões selecionadas para 
clonagem do 3’-UTR de PTEN e esquema da região onde estas regiões foram clonadas no plasmídeo 
pmiRGlo contendo o gene repórter da luciferase de vaga-lume. (C) Células AsPC-1 foram transfectadas 
com siRNA controle (siCTRL) ou smartpool de 5 siRNAs para inibição de KRAS (siKRAS) e, após 72h, 
foram transfectadas com o vetor pmiRGlo original (sem inserto) ou com o vetor pmiRGlo contendo cada 
um dos diferentes 4 insertos. O RNA foi extraído 24h após a última transfecção e a expressão de KRAS 
foi avaliada por qPCR, sendo normalizada pelo controle endógeno U6A. (D) Células AsPC-1 foram 
transfectadas como descrito em (C) e lisados celulares preparados 24h após a última transfecção para 
avaliação da atividade enzimática da luciferase. A atividade da luciferase de vaga-lume foi normalizada 
pela atividade de luciferase Renilla (expressa constitutivamente através do vetor pmiRGlo que é um vetor 
dual) para controle dos níveis de transfecção. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio 
padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste 
Student-t simples para expressão de KRAS e Student-t múltiplo para o ensaio de luciferase (NS, não 
significativo, *p<0,05; **p<0,01) comparando o grupo siCTRL com o grupo siKRAS. 
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Inicialmente, avaliamos se o miRNA 19b é capaz de regular os níveis de PTEN. 

Para tanto, transfectamos linhagens pancreáticas com oligonucleotídeos inibidores de 

miRNA (anti-miRs) ou oligonucleotídeos dupla-fita miméticos de miRNA (mimics) para 

miR-19b-3p e miR-19b, respectivamente, e avaliamos como a perda ou ganho de 

função deste miRNA afeta os níveis de PTEN. Nós observamos uma diminuição dos 

níveis da proteína PTEN na presença de mimic miR-19b (Fig. 10-A) e um aumento de 

PTEN com inibição do miR-19b-3p endógeno (Fig. 10-B), confirmando que, em células 

oriundas de PDAC, PTEN é regulado negativamente por este miRNA. Além disso, para 

confirmar que o miRNA-19b regula diretamente a região 3’-UTR de PTEN, nós 

realizamos ensaio de luciferase com as 4 regiões do 3’-UTR de PTEN. Assim como 

observado para a inibição de KRAS, apenas o inserto #2 apresentou regulação 

significativa pelo miRNA-19b, sendo que a transfecção com mimic miR-19b levou a um 

aumento de cerca de 27x na sua abundância, enquanto simultaneamente reduziu a 

atividade da luciferase em cerca de 52% (Fig. 10-C). Estes resultados que mostram 

que o inserto #2 do 3’-UTR do PTEN é regulado pelo miRNA-19b, o que é corroborado 

pela análise da energia livre para formação de pareamento entre o miRNA-19b-3p e os 

sítios preditos presentes nos insertos estudados, que indicam que o sítio presente no 

inserto #2 apresenta maior afinidade pelo miR-19b-3p, apresentando a menor energia 

mínima para interação entre todos os 4 sítios previstos (Fig. 10-D). O sítio predito para 

o miR-19b-3p no inserto #1 não teve a energia mínima calculada pois está foi superior 

ao teto de -5 Kcal/mol do preditor microRNA RNA22 v2. 
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Figura 10. O miR-19b-3p regula os níveis de PTEN. (A) Para superexpressão do miRNA-19b, células 
AsPC-1 e PANC-1 foram transfectadas com 20ηM de oligonucleotídeos dupla-fita miméticos (mimic) do 
miR-19b ou controle (miR-NC). Extratos proteicos foram preparados 24h após a transfecção e 
submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram quantificadas e 
normalizadas pelas amostras de referência (mimic CTRL). (B) Para inibição do miR-19b-3p, células 
AsPC-1, PANC-1 e MiaPaCa-2 foram transfectadas com 50ηM de oligonucleotídeos inibidores de miR 
(anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotídeos controle (anti-miR-CTRL). Extratos proteicos foram 
preparados 24h após a transfecção e submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As 
bandas proteicas foram quantificadas e normalizadas pelas amostras de referência (anti-miR-CTRL). (C) 
Células AsPC-1 foram transfectadas com 20ηM de oligonucleotídeos dupla-fita miméticos do miR-19b 
(mimic 19b) ou controle (mimic CTRL) e, após 72h, foram transfectadas com o vetor pmiRGlo original 
(sem inserto) ou com o vetor pmiRGlo contendo cada um dos diferentes 4 insertos. O RNA foi extraído 
após 24h e a expressão do miR-19b-3p foi avaliada por qPCR, sendo normalizada pelo controle 
endógeno U6A (painel esquerdo). Lisados celulares foram preparados 24h após a última transfecção 
para avaliação da atividade enzimática da luciferase (painel direito). A atividade da luciferase de vaga-
lume foi normalizada pela atividade de luciferase Renilla (expressa constitutivamente através do vetor 
pmiRGlo que é um vetor dual) para controle dos níveis de transfecção. (D) Sítios preditos para o miR-
19b-3p no 3'UTR de PTEN, mostrando os pareamentos preditos com suas respectivas energias de 
interação miRNA-mRNA. O sítio predito no inserto 1 não aparece na análise por apresentar energia de 
interação superior ao limite de detecção (>-5 Kcal/mol) do preditor microRNA RNA22 v2. Os gráficos de 
barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância 
estatística foi avaliada através do teste Student-t simples para expressão do miRNA-19b-3p e Student-t 
múltiplo para o ensaio de luciferase (*p<0,05; **p<0,0001) comparando o grupo mimic CTRL com o 
grupo mimic 19b. 
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Como nós mostramos que KRAS regula o miR-19b-3p, que por sua vez regula 

os níveis de PTEN, que é um conhecido supressor tumoral (SONG, M. S.; SALMENA; 

PANDOLFI, 2012; YING et al., 2011), nós resolvemos investigar se o miR-19b poderia 

exercer papel oncogênico em PDAC. Inicialmente, nós avaliamos se a inibição ou 

superexpressão do miR-19b em células AsPC-1 afeta a viabilidade celular através de 

ensaios clonogênicos (Fig. 11). Estes ensaios resultaram em resultados contraditórios. 

A inibição do miR-19b-3p provocou uma redução no número de colônias conforme 

esperado, mas esta redução foi sutil e não atingiu significância estatística (p=0,09) 

(Fig. 11-A). Uma possibilidade para explicar este resultado é que o aumento pequeno 

de PTEN (de 10-30%) observado com inibição deste microRNA (Fig. 10-A) não seja 

suficiente para causar um efeito robusto na viabilidade celular, sendo necessária a 

ação conjunta com os outros miRNAs para modular os níveis de PTEN em uma 

magnitude que vá causar um efeito biológico robusto. 

Por outro lado, ao contrário do esperado, a expressão aumentada do miR-19b causou 

uma redução significativa no número de colônias (Fig. 11-B). Para explicar este 

resultado, temos duas hipóteses complementares: (1) o oligonucleotídeo mimético 

utilizado é a versão dupla-fita do miR-19b, que, ao ser processado na célula, pode 

gerar também a fita 5p madura, a qual possui alvos distintos da fita 3p. Estes alvos, ao 

serem modulados, podem compensar a inibição de PTEN pela fita 3p; e (2) a 

transfecção com oligonucleotídeos dupla-fita miméticos resulta em um aumento de 

mais de 20X nos níveis do miRNA-19b (Fig. 10-C). Estes níveis supra fisiológicos 

podem resultar na regulação de outros alvos, além de PTEN, que não seriam regulados 

em condições fisiológicas e que poderiam compensar a inibição de PTEN. Um alvo 

possível que poderia ter este efeito é o mRNA do próprio oncogene KRAS, que é 

regulado negativamente nestas condições como pudemos confirmar posteriormente 

(Fig. 12). 
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Figura 11. O miR-19b tem efeitos contraditórios sobre a clonogenicidade celular em PDAC. (A) 
Para inibição do miR-19b-3p, células AsPC-1 foram transfectadas com 50ηM de oligonucleotídeos 
inibidores de miR (anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotídeos controle (CTRL). (B) Para 
superexpressão do miRNA-19b, células AsPC-1 foram transfectadas com 5ηM de oligonucleotídeos 
dupla-fita miméticos (mimic) do miR-19b ou controle (miR-Ctrl). Em ambos os casos, as células foram 
semeadas para os ensaios clonogênicos 48h após a transfecção. Esquerda) Quantificação das colônias 
formadas. Direita) Imagens representativas. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio 
padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste 
Student-t não pareado com correção de Welch (*p<0,05), comparando o grupo controle (mir CTRL ou 
anti miR-CtrL) com o grupo teste (miR-19b ou antimiR-19b-3p). 
 

 
Figura 12. Expressão supra fisiológica do MiR-19b regula negativamente a expressão de KRAS, 
além de PTEN. As células AsPC-1 e PANC-1 foram transfectadas com 5ηM de oligonucleotídeos dupla-
fita miméticos do miR-19b (miR-19b mimic) ou controle (mir-CTRL mimic). Após 72h extratos proteicos 
foram preparados e submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas 
foram quantificadas e normalizadas pelas amostras de referência (mir-CTRL mimic). 

 Em seguida, como o PTEN regula negativamente a via da PI3K, uma via anti-

apoptótica (NG et al., 2001; WANG, Y. et al., 2016), nós avaliamos se o miR-19b 

poderia promover sobrevivência celular, tornando as células de PDAC mais resistentes 

à ação citotóxica da gencitabina, um quimioterápico amplamente usado na terapia de 
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PDAC (Fig. 13). Dado o resultado contraditório obtido com a expressão supra 

fisiológica do miR-19b no ensaio de colônia, resolvemos proceder com os ensaios de 

morte celular e quimiorresistência apenas com o oligonucleotídeo inibitório do miR-19b-

3p, que reduz os níveis fisiológicos do miR-19b e que é específico apenas para a nossa 

fita de interesse (3p), que tem PTEN como alvo. Para tanto, avaliamos se a inibição do 

miR-19b-3p em células de PDAC pode desencadear morte celular na ausência de 

estímulos citotóxicos ou se pode aumentar a morte celular induzida pelo tratamento 

com a gencitabina.  

Primeiro, observamos que a gencitabina causou um aumento significativo 

apenas na porcentagem de células positivas para Anexina V (Q1+Q2) e muito pouco 

para o 7-AAD (Q2). Este efeito pode ser decorrente do tempo de tratamento de 72h, 

que nos permite avaliar as etapas mais iniciais do processo de morte celular por 

apoptose (Anexina V), mas insuficiente para as etapas mais tardias do processo (7-

AAD). Entretanto, quando consideramos todas as células apoptóticas positivas para 

anexina V (Q1 +Q2), a inibição do miR-19b-3p, na ausência de estímulos citotóxicos, 

promoveu um aumento pequeno de 5,67% para 6,98% (Fig. 13). Na presença de 

gencitabina por outro lado, a inibição do miR-19b-3p resultou em uma redução 

pequena de 35,06% para 28,94% na concentração de 5uM e não alterou a proporção 

de células apoptóticas na concentração de 10 µM (mudança de 34,09% para 34.39%). 

De maneira análoga a observada para os ensaios de colônia, é possível que a inibição 

deste microRNA isolado não seja suficiente para causar um efeito robusto na morte 

celular, sendo necessária a ação conjunta com os outros miRNAs obter um efeito 

biológico robusto. 
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Figura 13. A inibição do miR-19b-3p promove a morte celular de células AsPC-1 tratadas ou não 
com gencitabina. Ensaio de citometria de fluxo baseado na externalização de fosfatidilserina (Anexina 
V) e incorporação de 7-AAD. As células AsPC-1 foram transfectadas com 50ηM de oligonucleotídeos 
inibidores de miR (anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotídeos controle (CTRL). Após 24h de 
transfecção, iniciou-se o tratamento com a gencitabina nas concentrações de 5 ou 10μM pelo período de 
72h. Para os controles de marcação, células AsPC-1 sem transfecção e tratamento foram submetidas a 
60ºC por 5 minutos e posteriormente marcadas. A distribuição das populações celulares positivas para 
Anexina V e/ou 7-AAD estão indicadas. 
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6. DISCUSSÃO 

Embora avanços significativos tenham sido alcançados no desenvolvimento de 

terapias-alvo para pacientes com diversos tipos de neoplasia, resultando em uma 

melhora de sobrevida, o mesmo não foi observado para PDAC, cujas baixas taxas de 

sobrevida não sofreram impacto significativo (QUARESMA; COLEMAN; RACHET, 

2015; SUNG et al., 2021). Uma possível razão é que o mecanismo oncogênico “driver” 

mais comum em PDAC, que ocorre em mais de 90% dos pacientes é a ativação 

constitutiva da GTPase KRAS por mutações oncogênicas (COX et al., 2014; STEPHEN 

et al., 2014), que carecem de terapias-alvo para a maioria dos pacientes portadores de 

PDAC. 

KRAS é uma oncoproteína amplamente estudada em diversas neoplasias e 

constitui um alvo terapêutico bem estabelecido, contudo sua inibição terapêutica ainda 

é um desafio. Apesar do sucesso recente na aprovação de uma terapia direcionada 

especificamente para KRAS G12C, através do inibidor Sotorasibe que se liga 

covalentemente à cisteína do códon 12 mutado, este não tem impacto significativo na 

terapia de PDAC, uma vez que a mutação G12C apresenta uma frequência de menos 

de 2% neste tipo de câncer (SKOULIDIS et al., 2021). Portanto, um melhor 

entendimento das vias oncogênicas desencadeadas pela KRAS em PDAC é necessária.  

Uma classe de alvos potenciais da KRAS que permanece pouco explorada é a 

classe composta pelos miRNAs. Apesar de vários miRNAs que regulam a expressão 

de KRAS serem conhecidos (KIM, M.; SLACK, 2014), os miRNAs regulados pela 

ativação da KRAS por mutações oncogênicas ainda são pouco explorados. Existem 

estudos em câncer de pulmão e cólon que mostram uma associação entre a expressão 

de alguns miRNAs e a presença de mutações em KRAS (CHOI et al., 2016; 

GASPARINI et al., 2015; KIM, H. et al., 2017; LUNDBERG et al., 2018; MOSAKHANI et 

al., 2012; RAGUSA et al., 2010). Entretanto, apesar desta associação, não se sabe se 

estes miRNAs são de fato regulados pela oncoproteína KRAS, nem sua importância 

para o fenótipo maligno. Poucos estudos demonstram a regulação de miRNAs por 

KRAS. Dois estudos do mesmo grupo, usando células de câncer colorretal crescidas 

em 3D, mostram que a KRAS oncogênica promove a expressão dos miRNAs miR-181, 

miR-200c, miR-210 e miR-221/222, mas o papel destes miRNAs para a biologia 

tumoral não foi explorado (OTA et al., 2012; TSUNODA et al., 2011). Em contraste com 
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estes estudos, ZHONG et al., (2016) mostraram, em fibroblastos e células mamárias, 

que a KRAS oncogênica suprime a expressão de miRNAs da família miR200 e que o 

miR200 age como um supressor tumoral inibindo a transformação celular in vitro e o 

crescimento tumoral in vivo. Além disso, estudos recentes em câncer de pulmão 

mostraram que a expressão de KRASG12V em células epiteliais broquelares BEAS-2B 

leva a um aumento do miRNA miR-29b e este aumento promove resistência à 

apoptose (LANGSCH et al., 2016). A expressão da forma oncogênica de KRAS em 

células tumorais pulmonares leva a um aumento dos miRNAs miR-30c e miR-21, que 

por sua vez induzem quimiorresistência e promovem a migração celular (SHI et al., 

2018). Apesar destes estudos, os miRNAs regulados pela ativação da KRAS por 

mutações oncogênicas em PDAC são desconhecidos. 

Neste trabalho nós caracterizamos miRNAs diferencialmente expressos 

identificados anteriormente pelo nosso grupo em células ductais pancreáticas 

isogênicas, diferindo apenas pela expressão ou não de KRAS oncogênica. Ao avaliar 

os alvos dos miRNAs diferencialmente expressos, identificamos a fosfatase PTEN 

como o alvo regulado pelo maior número destes miRNAs.  

Interessantemente, a PTEN é um importante supressor tumoral que atua 

inibindo a via da PI3K, uma via oncogênica chave nos tumores induzidos por KRAS. A 

importância desta via para a oncogênese pancreática é enfatizada por estudos em 

modelos animais de ESER et al. (2013) mostrando que a inativação de Pdk1, uma 

quinase que atua a jusante da PI3K e é responsável pela ativação da AKT, é capaz de 

bloquear completamente a formação de PanIN e PDAC no modelo animal de PDAC 

induzido por KRAS G12D e perda de p53, denominado KPC (Ptf1aCre/+; LSL-KrasG12D/+; 

LSL-Trp53R172H/f). Ainda neste mesmo estudo, a substituição da expressão da 

KRASG12D pelo oncogene PIK3CAH1047R, que codifica a subunidade p110αH1047R da 

PI3K, foi capaz de fenocopiar todas as características histopatológicas dos diferentes 

estágios de tumorigênese do PDAC no modelo KPC, incluindo até o desenvolvimento 

metástases e a mesma diminuição na sobrevida dos animais. Corroborando a 

importância desta via, aumentos na atividade de AKT são identificados em cerca de 

60% das amostras de PDAC, sendo a amplificação do oncogene AKT2 detectada em 

apenas 10-20% destes casos (ALTOMARE et al., 2002; RUGGERI et al., 1998). Além 

disso, foi demonstrado que pacientes portadores de PDAC com alta atividade da via da 
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PI3K apresentam uma sobrevida significativamente pior do que aqueles com baixa 

ativação dessa via (KENNEDY et al., 2011; THIBAULT et al., 2021). 

Interessantemente, PTEN é a única fosfatase que atua antagonizando a 

atividade PI3K, desfosforilando o fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), inativando a 

via de sinalização PI3K/AKT e, desta forma, causando a inibição da proliferação celular 

e promovendo a apoptose (SONG, M. S.; SALMENA; PANDOLFI, 2012). Em PDAC, 

PTEN é apontado como um importante supressor tumoral, principalmente devido aos 

modelos de camundongos com expressão oncogênica de KRAS combinada com 

depleção parcial (Pdx1-Cre+; LSL-KrasG12D/+;Ptenlox/+) ou completa de PTEN (Pdx1-

Cre+; LSL-KrasG12D/+;Ptenlox/lox). Nestes modelos, a perda de um dos alelos de PTEN 

acelera o aparecimento de metaplasias e PanIN e a perda total de PTEN permite o 

desenvolvimento completo do PDAC com fenótipo altamente metastático, diminuindo 

severamente a sobrevida dos camundongos, mostrando-se muito similar ao observado 

com a perda de P53 no modelo KPC (HILL et al., 2010; YING et al., 2011). No entanto, 

mutações somáticas no gene PTEN são raras em linhagens de PDAC e em amostras 

de pacientes portadores de PDAC, mesmo que estas amostras apresentem níveis mais 

baixos ou ausentes de PTEN em comparação aos tecidos e células pancreáticas não 

tumorais, indicando que a regulação negativa de PTEN deve ser mediada por outros 

mecanismos (OKAMI et al., 1997; OKAMI et al., 1998).  

Nos nossos experimentos com os diferentes modelos celulares pancreáticos 

(PDAC e não-PDAC, Fig. 4), identificamos 7 miRNAs regulados positivamente por 

KRAS, que tem como alvo o PTEN: miR-29a-3p, miR-494-3p, miR-29b-3p, miR-221-3p, 

miR-21-5p, miR-205-5p, miR-19b-3p. O estudo conduzido por DU RIEU et al. (2010) 

corroboram os nossos achados, tendo identificado níveis elevados de miR-21, miR-

221/222, miR-29c, miR-200 e miR-205 em amostras de PDAC de pacientes, com 

exceção do miR-200 e miR-29c, que não aparecem em nossos resultados. Usando o 

modelo de camundongo com apenas KRAS mutante (Pdx1-Cre:LSL-KRASG12D), o 

mesmo grupo identificou expressão aumentada do miR-205, miR-200 e miR-21 em 

lesões PanIN, conhecida lesão precursora de PDAC, sendo o miR-21 o mais induzido 

pela KRAS oncogênica. Estes resultados corroboram a nossa análise de dados de 

PDAC do TCGA, que mostra um aumento significativo de miR-21 em pacientes com 

mutação oncogênica em KRAS (Fig. 5). De fato, o miR-21 permanece como o único 

oncomiR induzido por KRAS estabelecido em diferentes tipos de tumores, alvejando 
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uma variedade de supressores de tumor, como PDCD4, PTEN e outros (CHU et al., 

2020; HATLEY et al., 2010). Apesar da importância do miR-21 como oncomiR na 

literatura, não conseguimos observar sua ação como regulador negativo de PTEN em 

nossos experimentos, não observando correlação negativa de expressão entre este e o 

PTEN nos dados do TCGA (Fig. 6) e nem alteração na atividade de luciferase do 

inserto 4 da região 3´-UTR de PTEN (Fig. 9), que contém sítio para este miRNA. 

Dos 7 miRNAs que avaliamos em nossos experimentos, o miR-19b-3p (forma 

madura do miR-19b) foi o mais consistentemente correlacionado com a regulação de 

PTEN pela KRAS oncogênica, sendo o único a ter sua expressão regulada 

positivamente com a superexpressão de KRAS (Fig. 8). Aliado a isso, os seus 

precursores miR-19b-1 e miR-19b -2, que geram a mesma fita 3p, foram alguns dos 

poucos miRNAs que mostraram correlação negativa de expressão com PTEN nos 

dados do TCGA (Fig. 6) e o miR-19b foi capaz de reduzir a expressão e regular a 

negativamente região 3´-UTR de PTEN (Fig. 10). A contribuição do miR-19b para a 

regulação negativa do PTEN e as consequências para o comportamento maligno do 

PDAC foram descritos mais recentemente na literatura. ZHANG et al. (2020) relataram 

um aumento de 3 vezes da expressão de miR-19 em PDAC em comparação com o 

tecido normal adjacente em um conjunto de amostras de 61 pacientes, também 

correlacionando a alta expressão de miR-19 com uma diminuição na sobrevida geral 

dos mesmos. Outros grupos também relataram que o miR-19 aumenta a proliferação 

celular, a migração, a capacidade de invasão e o crescimento tumoral xenográfico 

usando diferentes linhagens celulares de PDAC (QUATTROCHI et al., 2017; SONG, M. 

et al., 2019; ZHANG, G. F. et al., 2020). Embora os achados da literatura demonstrem 

que o miR-19b é um importante oncomiR no PDAC capaz de regular PTEN, nenhum 

deles demonstra a regulação desse miRNA por KRAS. 

Como é comum para vários miRNAs, o miR-19b pode ter ação oncogênica ou 

supressora tumoral dependendo do contexto. Por exemplo, o miR-19a/b pode ter a 

própria KRAS como alvo em outros tipos de câncer, como colorretal e carcinoma de 

nasofaringe, atuando desta forma como um miRNA supressor tumoral (CHEN, M.; LIN; 

WANG, 2018; ZHANG, YUAN et al., 2018). Interessantemente nós observamos que 

níveis suprafisiológicos do miR-19b podem causar tanto redução nos níveis de PTEN 

quanto nos níveis de RAS (Fig. 12), sendo essa uma possível explicação para redução 

no número de colônias observada após a expressão do miR-19b no nosso ensaio 



46 
 

clonogênico (Fig.11). Assim, os nossos achados somados aos relatos da literatura, nos 

levam a crer que o miR-19b faça parte de uma alça de retroalimentação negativa da via 

KRAS/miR-19b/PTEN, aonde os níveis do miR19b são mantidos em um nível de 

expressão, onde ele atue preferencialmente sobre os alvos supressores tumorais como 

PTEN.  

Outros alvos do miR-19b também são descritos na literatura que poderiam 

classificar esse miRNA como um oncomiR ou supressor de tumor, sendo a sua atuação 

muito dependente do contexto celular. Visto que um miRNA tem múltiplos alvos e os 

alvos regulados parecem depender, não só da concentração do miRNA e do mRNA 

alvo, bem como dos níveis dos demais mRNAs alvos que vão competir pelo miRNA de 

acordo com a sua afinidade e abundância, a função biológica de um miRNA se torna 

extremamente difícil de prever. Um fator que agrava ainda mais esta dificuldade é que 

miRNAs podem ter 2 fitas funcionais (3p ou 5p), sendo que a proporção de cada uma 

também pode ser regulada e variar de acordo com o contexto celular, adicionando um 

nível de complexidade adicional sobre os efeitos regulatórios exercidos por um 

determinado miRNA. 

Neste trabalho, apesar de confirmarmos os efeitos regulatórios de KRAS sobre o 

miR-19b, sobre a região 3’-UTR de PTEN e de confirmarmos a regulação do miR-19b 

sobre PTEN, não foi possível demonstrar que este miRNA atua como um oncomiR 

regulado por KRAS em ensaios funcionais. Dada a magnitude pequena do aumento de 

PTEN pela inibição dos níveis fisiológicos deste miRNA, acreditamos que ele faça parte 

de uma rede de miRNAs, que atuam conjuntamente para manter os níveis de PTEN em 

cheque nas células tumorais, sendo que a perda de um miRNA individual terá um efeito 

biológico negligenciável nestas células. Isto apoiaria a ideia de que KRAS utiliza 

mecanismos redundantes para inibição de PTEN. 

Apoiando a ideia da existência de mecanismos alternativos para inibição de 

PTEN, dois trabalhos demonstraram que a via Ras/Raf/MEK/ERK é capaz suprimir a 

transcrição do PTEN de forma dependente de c-Jun, o qual se liga a um sítio AP-1 a 

montante da região promotora de PTEN, bloqueando a sua expressão (HETTINGER et 

al., 2006). Ademais, CHOW et al. (2007) mostraram, em linhagens celulares de PDAC 

sem a expressão de SMAD4, que a via KRAS/MEK/ERK participa da regulação 

negativa da expressão de PTEN induzida por TGF-β, sendo essa expressão de PTEN 
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restaurada ao utilizarem um inibidor para MEK, bloqueando a via. Apesar destes 

trabalhos reforçarem a importância da via das KRAS/MAPKs na regulação negativa de 

PTEN por mecanismos independentes de miRNAs, experimentos anteriores do nosso 

laboratório com inibidores de MEK nas mesmas linhagens celulares de PDAC aqui 

estudadas não geraram aumento nos níveis de PTEN (GOMES FILHO, 2019). Este 

fato, somado a nossa observação de que a inibição do miR-19b-3p nestas células 

aumenta os níveis de PTEN, apoia a hipótese de que KRAS é capaz de regular os 

níveis de PTEN também pela via dos miRNAs.  

Finalmente, somados aos relatos da literatura, nossos resultados apoiam a 

noção de que a ativação da via PI3K por KRAS é um dos mecanismos oncogênicos 

mais fundamentais desta oncoproteína, uma vez que a mesma dispõe de diferentes 

mecanismos moleculares para garantir a atividade desta via nas células tumorais. A 

existência destes mecanismos alternativos abre um leque de opções para intervenções 

terapêuticas, principalmente combinatórias e contexto-específicas, que tem o potencial 

de contornarem mecanismos de retroalimentação que podem levar à ativação 

paradoxal de vias, como a das MAPK, e de serem mais eficazes e mais específicas. 

7. CONCLUSÕES 

 Desta forma, obtivemos as seguintes conclusões:  

 Identificamos uma assinatura de 7 miRNAs induzidos por KRAS em PDAC, que 

tem PTEN como alvo; 

 KRAS é capaz de regular 4 desses 7 miRNAs em ensaios de inibição de 

expressão de KRAS; 

 KRAS é capaz de regular negativamente PTEN através da região do inserto #2 

do 3’UTR de PTEN; 

 O miR-19b-3p foi validado como o mais consistentemente regulado por KRAS, 

sendo este um dos efetores na regulação dos níveis do supressor de tumor 

PTEN, atuando também através de interação com o sítio presente no inserto #2 

do 3’UTR de PTEN, contribuindo assim para o fenótipo maligno de PDAC 
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CAPÍTULO 2: Investigação da IKKβ como 

potencial alvo terapêutico para células 

iniciadoras de tumor pancreáticas 
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8. INTRODUÇÃO 

8.1 Células iniciadoras de tumor (CITs) 

Embora a heterogeneidade inter- e intratumoral possa ser considerada uma 

característica do câncer, a biologia por trás e decorrente deste fenômeno ainda é 

pouco elucidada, o que complica muito o diagnóstico e o tratamento do câncer. O 

conceito de heterogeneidade intratumoral deve-se sobretudo à observação 

experimental de que nem todas as células tumorais são capazes de recapitular um 

tumor em um novo “hospedeiro”, geralmente um animal imunocomprometido, e que 

nem todas respondem igualmente aos quimioterápicos e/ou possuem propriedades 

invasivas.  

Existem dois modelos principais para explicar a organização heterogênea dos 

tumores: o modelo estocástico e o modelo hierárquico (Fig. 14). O modelo estocástico 

baseia-se na evolução clonal, em que as células malignas são biologicamente 

equivalentes inicialmente e conforme acumulam mutações aleatórias ao longo do 

tempo divergem, dando origem a clones genéticos distintos, responsáveis pela 

heterogeneidade em características malignas, como agressividade, capacidade de 

invasão, resistência ao tratamento, entre outras (Fig. 14-A) (GERDES et al., 2014; 

MICHOR; POLYAK, 2010; RICH, 2016). 

Já o modelo hierárquico sugere que a heterogeneidade tumoral pode ser 

explicada por alterações fenotípicas em células geneticamente idênticas por 

mecanismos epigenéticos que recapitulam a hierarquia existente no tecido normal. Os 

tumores são, desta forma, formados por subpopulações de células geneticamente 

idênticas, mas fenotipicamente distintas em uma organização celular hierárquica. No 

topo da hieraraquia estão as células tronco tumorais (CTTs ou CITs), também 

chamadas de células iniciadoras de tumor (CITs) devido a capacidade excepcional que 

estas células têm de iniciar a formação de tumores. As CITs são capazes de se 

autorrenovar e de se diferenciar em células tumorais altamente proliferativas 

responsáveis pela massa tumoral, mas que não são capazes de se diferenciar e iniciar 

tumores (células não-CITs). Desta forma, de acordo com esse modelo, apenas uma 

subpopulação minoritária de células com propriedades tronco (CITs) é capaz de iniciar 

a formação de tumores e sustentar o crescimento tumoral (Fig. 14-B) (REYA et al., 

2001; RICH, 2016). 
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Estes dois modelos não são mutuamente exclusivos e uma visão unificada para 

explicar a heterogeneidade tumoral postula que a diversidade genética que gera 

diferentes populações clonais no tumor pode ser acompanhada de diversidade 

funcional dentro de cada clone conferida por diferenças epigenéticas que podem gerar 

uma organização hierárquica em cada clone, sendo que a profundidade desta 

hierarquia pode também variar, já que a proporção de CITs pode ser diferente 

dependendo da presença de mutações que favorecem ou não a aquisição do fenótipo 

tronco (KRESO; DICK, 2014). 

Mais recentemente, vários estudos mostraram que a hierarquia do tumor não é 

estritamente unidirecional, como indicado no modelo hierárquico, mas sim dinâmica e 

fluida. A este respeito, uma terceira teoria mais moderna e atualmente mais 

amplamente aceita foi proposta, sendo denominada “modelo de plasticidade de CTTs” 

(Fig. 14-C). De acordo com esta teoria, as células tumorais podem apresentar 

plasticidade, tendo a capacidade dinâmica de alternar entre os estados tronco e não-

tronco, dependendo de estímulos intrínsecos e extrínsecos, ampliando, desta forma, a 

complexidade da compreensão da heterogeneidade do tumor. Assim, o fenótipo tronco 

tumoral pode ser interpretado como um estado celular que pode ser adquirido ou 

perdido reversivelmente. Em outras palavras, embora as taxas de interconversão 

possam ser variáveis dependendo do clone tumoral e dos estímulos do microambiente, 

a plasticidade celular permite a interconversão entre CTTs e não-CTTs (CABRERA; 

HOLLINGSWORTH; HURT, 2015; MARJANOVIC; WEINBERG; CHAFFER, 2013; 

PISCO; HUANG, 2015). Entretanto, mesmo em casos em que a taxa de interconversão 

é alta, está claro que células que possuem o fenótipo tronco são responsáveis pela 

manutenção a longo prazo do tumor e tem maior probabilidade de apresentar 

quimiorresistência, enfatizando a importância do fenótipo tronco para a biologia tumoral 

(KRESO; DICK, 2014). 
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Figura 14. Esquema dos diferentes modelos propostos para geração da heterogeneidade 
intratumoral. (A) Modelo estocástico, no qual as células acumulam mutações genéticas distintas, 
gerando diferentes clones tumorais capazes de formar tumores. (B) Modelo hierárquico, segundo o qual 
apenas células tronco tumorais (CTT) podem iniciar a tumorigênese, por meio da sua diferenciação em 
divisão assimétrica e autorrenovação. (C) Modelo de plasticidade de CTTs, que assume que a hierarquia 
do tumor pode ser dinâmica e que células tumorais não-tronco podem assumir fenótipo tronco, 
dependendo de estímulos intrínsecos e extrínsecos, sendo que esta interconversão pode ter taxas 
variáveis dependendo do clone tumoral. Adaptado de (CORRENTI et al., 2022) 

Corroborando esta ideia, um crescente corpo de evidências sugere que as CITs 

estão diretamente relacionadas à manutenção dos tumores, bem como à resistência à 

quimioterapia (VINOGRADOV; WEI, 2012;,ABDULLAH; CHOW, 2013) e à radioterapia 

(VLASHI; PAJONK, 2015). Isto pode explicar a dificuldade na erradicação completa do 

câncer, sendo a recidiva uma ameaça sempre constante. A resistência das CITs às 

terapias convencionais pode ser atribuída a múltiplos fatores, como a maior expressão 

de proteínas relacionadas ao efluxo de drogas (e.g., família de transportadores ABC) 

(ABDULLAH; CHOW, 2013;,ZINZI et al., 2014), enzimas intracelulares relacionadas à 

detoxificação e metabolização de fármacos (e.g., ALDH) (RODRIGUEZ-TORRES; 

ALLAN, 2016), maior eficiência da maquinaria de reparo de DNA (WANG, Q.E., 2015), 

controle mais refinado do ciclo celular e processos antiapoptóticos (VINOGRADOV; 

WEI, 2012;,ABDULLAH; CHOW, 2013), bem como a influência do microambiente em 

que essas células estão inseridas (KISE; KINUGASA-KATAYAMA; TAKAKURA, 2016).  
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 As CTTs possuem, não só uma capacidade excepcional de iniciar a formação de 

tumores e de promover quimiorresistência, mas também são responsáveis também 

pela disseminação metastática (SHIBUE; WEINBERG, 2017; VISVADER; LINDEMAN, 

2012), sendo que frequentemente a aquisição de propriedades tronco é acompanhada 

pela aquisição de propriedades mesenquimais, em um processo denominado de 

transição epitélio-mesenquimal (EMT, do inglês “Epithelial Mesenchymal Transition”) 

(SHIBUE; WEINBERG, 2017). A ativação da EMT confere às células tumorais 

propriedades críticas para a invasão e disseminação metastática como o aumento da 

motilidade e da capacidade de degradar componentes da matriz extracelular. 

Consistentemente, estudos mostraram que as CTTs participam do processo de 

colonização metastática, reeducando células estromais no órgão alvo e desta forma 

contribuindo para a formação do nicho metastático (MALANCHI et al., 2011). CTTs 

também estão envolvidas no fenômeno denominado de dormência metastática, que é 

responsável pelo surgimento de metástases vários anos após a remissão clínica (GAY; 

MALANCHI, 2017; KLEFFEL; SCHATTON, 2013). Consistentemente, HERMANN et al. 

identificaram que uma população de CTTs pancreáticas caracterizada pela expressão 

de CD133 e CXCR4 era capaz de iniciar metástases em modelo animal (HERMANN et 

al., 2007). 

A identificação padrão das CITs é realizada principalmente pela combinação de 

antígenos de superfície e algumas proteínas celulares, aliados a ensaio celulares que 

comprovem diferentes características destas células. Majoritariamente, são 

empregados procedimentos de imunofenotipagem com anticorpos conjugados a 

moléculas fluorescentes, seguidos da análise por citometria de fluxo aliada à separação 

das células baseada na detecção das diferentes fluorescências dos marcadores por 

FACS (do inglês “Fluorescence-Activated Cell Sorting”), o que permite o isolamento da 

população de células desejada. Complementarmente, a avaliação das propriedades 

tronco-tumorais é realizada por meio de ensaios que visam medir a capacidade de 

formação de tumoresferas em ambiente de baixa adesão in vitro; e da regeneração de 

tumores xenográficos em animais imunocomprometidos in vivo, origem da 

denominação de células iniciadoras de tumor. Por esses métodos, as CITs foram 

primariamente detectadas em tumores hematopoiéticos (LAPIDOT et al., 1994) e 

posteriormente em tumores sólidos, como tumor cerebral (SINGH et al., 2003), câncer 

de mama (AL-HAJJ et al., 2003), cabeça e pescoço (AILLES; PRINCE, 2009), cólon 
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(TODARO et al., 2007), pulmão (HARDAVELLA; GEORGE; SETHI, 2016), próstata 

(GU et al., 2007), ovário (ZHANG, S. et al., 2008) e pâncreas (HERMANN et al., 2007; 

LI, C.; LEE; SIMEONE, 2007).  

8.2 CITs e o câncer pancreático 

A descoberta de CITs em tumores pancreáticos foi feita simultaneamente por 

dois grupos distintos de pesquisadores, os quais usaram dois conjuntos diferentes de 

marcadores de superfície celular para detecção e isolamento destas células 

(HERMANN et al., 2007; LI, C.; LEE; SIMEONE, 2007).  

Uma dessas combinações foi a de CD44+/CD24+/ESA+ utilizada por Li et al. 

(2007), que contabilizaram que cerca de 0,2-0,8% das células derivadas de 

xenotransplantes de tumores pancreáticos humanos expressavam os referidos 

marcadores. Foram avaliadas então nessas células as propriedades de 

autorrenovação, a capacidade de produzir descendência diferenciada e o aumento da 

expressão de fatores de pluripotência, como Sonic Hedgehog. Ao serem injetadas em 

animais imunocomprometidos, células tumorais CD44+/CD24+/ESA+ mostraram um 

potencial tumorigênico 100 vezes maior quando comparadas a células tumorais CD44-

/CD24-/ESA-. Os tumores originados a partir da inoculação das células tumorais 

CD44+/CD24+/ESA+ eram histologicamente indistinguíveis dos tumores humanos 

originais.  

Já o grupo de pesquisa de Hermann et al. (2007) identificou potenciais CITs pela 

detecção do antígeno de superfície CD133, em cerca de 2 a 4% das células, sendo que 

apenas as células positivas para esse marcador (CD133+) foram capazes de formar 

tumores em animais imunocomprometidos. Ademais, quando comparadas às células 

tumorais CD133-, células CD133+ exibiram resistência ao tratamento com gencitabina, 

principal quimioterápico utilizado no tratamento do câncer de pâncreas. A exposição 

prolongada à gencitabina leva a um enriquecimento de células CD133+, mostrando 

assim que a quimioterapia seleciona populações de células quimiorresistentes com 

propriedades tronco-tumorais. Esse mesmo estudo observou ainda que a marcação de 

CD133 engloba duas subpopulações distintas quanto à capacidade de formação de 

metástases. A subpopulação metastática, além de CD133, expressa o receptor de 

quimiocina CXCR4 (do inglês “chemokine receptor type 4”), que já foi extensivamente 

correlacionado ao processo de metástase (GUO et al., 2016). 
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Os resultados independentes destes dois grupos demonstraram a existência de 

uma pequena subpopulação de CITs pancreáticas (<1%), com marcadores de 

superfície distintos também encontrados em CITs de outras neoplasias (GLUMAC; 

LEBEAU, 2018; JAGGUPILLI; ELKORD, 2012). A detecção de células positivas para 

um ou para os dois tipos de marcação (CD44+/CD24+/ESA+ e/ou CD133), está 

correlacionada à diminuição na sobrevida de pacientes com câncer pancreático, ou 

seja, a presença destes marcadores, e por conseguinte de CITs, tornou-se indicadora 

de pior prognóstico (LI, X. et al., 2015; OHARA et al., 2013). 

Após estas descobertas, várias outras moléculas vêm sendo funcionalmente 

atribuídas às características de CITs pancreáticas, entre elas podemos citar ALDH-1, 

CXCR4, ABCG2, OCT4, DCLK1, entre outros. No entanto, até o momento não existe 

um marcador universal de CITs para PDAC (GZIL et al., 2019; HERREROS-

VILLANUEVA, MARTA et al., 2014), talvez devido à existência de heterogeneidade nas 

CITs pancreáticas. De fato, os tumores podem conter populações molecular-

biologicamente distintas de CITs, que podem inclusive coexistir dentro de um mesmo 

tumor (EUN; HAM; KIM, 2017; HERMANN et al., 2007; KRESO; DICK, 2014; TANG, D. 

G., 2012). 

Na tentativa de elucidar o perfil molecular de CITs pancreáticas, alguns estudos 

recentes geraram dados de transcritoma em larga escala com base em diferentes 

abordagens. Sancho et al. (2015) fizeram enriquecimento de CITs oriundas de modelos 

de xenoenxertos derivados de pacientes (PDX, do inglês “Patient-Derived Xenograft”) 

portadores de PDAC através de cultura de tumoresferas e compararam o perfil 

transcricional global destas células em relação às mesmas células cultivadas de forma 

aderente, identificando as vias metabólicas glicolíticas e OXPHOS (fosforilação 

oxidativa) como importantes para o fenótipo tronco-tumoral. Além disso, um estudo 

usando um modelo animal de PDAC expressando o gene repórter GFP em função do 

fator de transcrição Musashi, que havia sido identificado previamente como modulador 

do fenótipo tronco (FOX et al., 2016), integrou dados transcriptômicos, epigenéticos e 

funcionais para criar um mapa multidimensional do estado tronco em PDAC e 

identificou a via do receptor nuclear ROR gamma como importante para manutenção 

do fenótipo tronco (LYTLE et al., 2019). Finalmente, um estudo de sequenciamento de 

células únicas de 24 amostras humanas de PDAC e tecido normal identificou um 

cluster de células ductais em ambos os tecidos e a comparação da expressão revelou 
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uma assinatura de expressão de genes de pluripotência afetados especificamente no 

cluster tumoral (REN et al., 2021).  

Embora estes estudos tenham gerado dados e informações importantes sobre 

alvos específicos que são ativados na reprogramação que desencadeia o fenótipo 

tronco-tumoral em PDAC, estes estudos, ou foram baseados em modelos murinos que 

não refletem a heterogeneidade observada nos tumores humanos, ou foram focados 

em vias e alvos específicos, ou identificaram subpopulações de células tumorais que 

foram arbitrariamente definidas como tronco com base no perfil de expressão, mas sem 

validação funcional. Desta forma, podemos afirmar que estes poucos estudos não 

descrevem de maneira compreensiva todas as vias importantes para desencadear o 

fenótipo tronco em PDAC. 

A fim de avançar na compreensão e tratamento das CITs em câncer de 

pâncreas, faz-se, portanto, necessária uma melhor caracterização de marcadores de 

CITs em tumores pancreáticos humanos, assim como uma maior investigação de vias 

cruciais para a manutenção do fenótipo tronco e de propriedades neoplásicas, como 

invasão e metástase. 

8.3 A via de NF-B 

A família de fatores de transcrição do fator nuclear kappa B (NF-B, do inglês 

“Nuclear Factor kappa B”) desempenha um papel chave em processos inflamatórios, 

proliferação celular, resposta imune e, como descoberto mais recentemente, câncer 

(HOESEL; SCHMID, 2013). Essa família é constituída de cinco membros: RelA (p65), 

RelB, c-Rel, NF-B1 (p50/p105) e NF-B2 (p52/p100). Todos compartilham o domínio 

de homologia Rel (RHD, do inglês “Rel Homology Domain”), que permite a localização 

nuclear, a dimerização, bem como a ligação a motivos específicos no DNA (Fig. 15) 

(BALDWIN, 1996). Para que o NF-B seja funcional é necessária a formação 

heterodímeros ou homodímeros dentre as proteínas desta família, sendo NF-

B1(p50)/RelA(p65) o dímero mais abundantemente encontrado em quase todos os 

tipos celulares. As proteínas p65/RelA, RelB e c-Rel contêm ainda na região carboxi-

terminal domínios de ativação de transcrição (TAD, do inglês “Transactivation 

Domain”), ausentes em NF-B1 (p50/p105) e NF-B2 (p52/p100) (OECKINGHAUS; 

GHOSH, 2009). Assim, para promover a transcrição de genes alvo, é necessário que 

ao menos uma das unidades do dímero do NF-B seja p65/RelA, RelB e c-Rel. 
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A atividade desse fator de transcrição é regulada pela interação com a família de 

proteínas inibitórias de B (IBs), constituída pelas proteínas IB, IB, IBε, Bcl-3, 

p100 e p105 (Fig. 15). Todas essas possuem como característica principal a presença 

de repetições de anquirinas, essenciais para a interação e inativação do NF-B. Essa 

inativação dá-se basicamente pela retenção citoplasmática do NF-B, impedindo a sua 

translocação para o núcleo e consequentemente a sua ligação ao DNA e transcrição de 

seus genes-alvo. A presença dos precursores p100 e p105, em ambas as famílias se 

deve à necessidade de estes sofrerem clivagem proteolítica da sua região carboxi-

terminal, a qual contém essas repetições de anquirinas, perdendo a sua capacidade 

inibitória e formando as subunidades funcionais p50 e p52, respectivamente 

(OECKINGHAUS; GHOSH, 2009).  

 

Figura 15. Membros das famílias de proteínas NF-B e IB. O domínio de homologia Rel (RHD) é 
característico das proteínas NF-B, enquanto as proteínas IB contêm repetições de anquirina (ANK) 
típicas dessa família de proteínas. As proteínas precursoras p100 e p105 podem, portanto, ser atribuídas 
e cumprir as funções das famílias de proteínas NF-B e IB. Os domínios presentes em cada proteína 
estão indicados. DD, do inglês “death domain”; GRR, região rica em glicina onde acontece a clivagem; 
LZ, zíper de leucina; NBD, domínio de ligação a NEMO; PEST, região rica em prolina, ácido glutâmico, 
serina e treonina; TAD, domínio de transativação. Adaptado de (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009). 
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8.4 Ativação da via do NF-B 

Mais de 15 vias já foram relatadas para a ativação de NF-B, mas as duas vias 

mais comuns são a via canônica (clássica) e a via não-canônica (alternativa) (LIU, T. et 

al., 2017). A via de ativação canônica do NF-B (p50/p65) inicia-se com sinais 

extracelulares, como produtos bacterianos, citocinas pró-inflamatórias, fatores de 

crescimento e sinais de estresse celular (HOESEL; SCHMID, 2013; TANIGUCHI; 

KARIN, 2018), que atuam via receptores de membrana culminando na ativação de um 

complexo  de quinases denominado complexo IKK (do inglês, “Inhibitor of IB kinase”), 

constituído por IKK, IKK e IKK (esta última também conhecida como NEMO), que 

fosforila as IBs, sobretudo IB nos resíduos Ser32 e Ser36. Essa fosforilação leva à 

ubiquitinação e degradação proteassomal dos IBs, aliviando sua inibição sobre NF-

B, que pode então se transloucar para o núcleo e regular a transcrição de genes (Fig. 

16) (BALDWIN, 1996; RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016; YAMAMOTO; GAYNOR, 

2004). 

Por outro lado, a via não canônica ou via alternativa do NF-B é ativada por 

diferentes estímulos, como a linfotoxina-β (LTβ) e o fator ativador de células B (BAFF), 

que ativam a quinase NIK (do inglês “NF-κB inducing kinase”), que vai fosforilar e ativar 

um complexo IKK alternativo, composto apenas por IKK. Este complexo fosforila p100 

levando à clivagem proteolítica da região inibitória dessa proteína, transformando o 

dímero inativo p100/RelB no heterodímero ativo de NF-B p52/RelB, que é capaz de 

transloucar para o núcleo e atuar na transcrição de diferentes genes-alvo (Fig. 16) 

(SUN, 2011). 
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Figura 16. Vias de ativação do NF-B. (Esquerda) Via de ativação canônica: sinais extracelulares 
com seus respectivos receptores levam à ativação do complexo IKK, composto por IKK, IKK e NEMO, 
que fosforila a proteína inibitória IB, levando a sua ubiquitinação e degradação, culminando na 
translocação nucelar de NF-B e transcrição de genes alvo. (Direita) Via não canônica: sinais 
alternativos com seus respectivos receptores recrutam a quinase NIK, que ativa um complexo IKK 
alternativo, composto apenas por IKK, que, por sua vez, fosforila p100 levando à clivagem proteolítica 
da região inibitória desta proteína, liberando p52/RelB (um dos dímeros NF-B) que é então capaz de se 
transloucar para o núcleo e promover a transcrição de um conjunto diferente de genes alvo. TLR) do 
inglês “Toll-like receptor”; TNFR) do inglês “Tumor Necrosis Factor Receptor”; IL-1R) do inglês 
“Interleukin 1 receptor”; BAFFR) do inglês “B cell activator factor receptor”; LTR) do inglês “Lymphotoxin 
 receptor”. Demais abreviações descritas no texto. 

8.5 A quinase IKKβ 

Como citado anteriormente, a IKK (do inglês “inhibitor of B kinase ” ou IKK2) 

participa de um complexo de quinases (complexo IKK), que inclui também a IKK (do 

inglês “inhibitor of B kinase ” ou IKK1) e a IKK (do inglês “inhibitor of B kinase ” ou 

NEMO, do inglês “NF-B essential modulator”), cuja principal função é ativar o fator de 

transcrição NF-B. A quinase IKK regula a associação do complexo IKK, enquanto as 

quinases IKK e IKK têm atividade catalítica, sendo IKK o principal componente 

responsável pela ativação do NF-B pela via clássica de ativação, que é denominada 

como via dependente de IKK (BASSÈRES, D S; BALDWIN, 2006; LI, Z. W. et al., 

1999; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004).  
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IKK e IKK são serina/treonina quinases expressas de forma ubíqua, com 52% 

de identidade de sequência e com peso moleculares de 85kDa e 87kDa, 

respectivamente. IKK e IKK possuem um domínio de quinase na região N-terminal, 

um domínio de dimerização e na região C-terminal um domínio de ligação a IKK, 

denominado NBD (do inglês “NEMO binding domain”). Adicionalmente, IKK possui um 

domínio análogo a ubiquitina (ULD, do inglês “ubiquitin-like domain”), essencial para 

sua ativação catalítica. Para tornarem-se cataliticamente ativas, ambas requerem a 

fosforilação de resíduos de serina presentes na alça de ativação de seus domínios de 

quinase: Ser176 e Ser180 para IKK e Ser177 e Ser181 para IKK (ISRAËL, 2010; 

LING, L.; CAO; GOEDDEL, 1998).  

 

Figura 17. Esquema dos principais domínios proteicos das duas subunidades catalíticas do 
complexo IKK: IKK e IKK. As quinases IKK e IKK compartilham cerca de 50% de identidade de 
sequência, possuindo um domínio de quinase na porção N-terminal, um domínio de dimerização e um 
domínio de ligação a IKK (NBD) na porção C-terminal. Ambas as quinases necessitam ser fosforiladas 
em dois resíduos de serina mostrados na imagem, para que se tornem ativas. Ademais, a quinase IKK, 
possui um domínio análogo a ubiquitina (ULD) essencial para sua atividade. 

Embora essas quinases tenham sido objeto de intenso estudo desde a sua 

descoberta em 1997, o mecanismo completo pelo qual o complexo IKK se torna 

fosforilado/ativo permanece ainda uma questão sem resposta (DIDONATO et al., 1997; 

LIU, F. et al., 2012). Uma primeira hipótese é a de que subunidades catalíticas (IKK e 

IKK) possam se trans-autofosforilar durante a oligomerização para o complexo IKK, 

ativando uma a outra. Contudo, esta hipótese até o momento não foi comprovada 

experimentalmente. A segunda hipótese é a existência de quinases específicas para 

IKK e, embora alguns candidatos tenham surgido, nenhum foi definitivamente 

comprovado. O mais proeminente deles é a quinase TAK1 (do inglês “transforming 

growth factor β activated kinase-1”), que seria responsável por fosforilar a IKKβ no 

resíduo Ser177, o que permitiria então a auto fosforilação no resíduo Ser181 (ZHANG, 

J. et al., 2014). Apesar de ser um candidato promissor, o estudo de WANG, C. et al., 

(2001) utilizando TAK1 constitutivamente ativa mostra que essa é incapaz de fosforilar 
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IKK, bem como a sua superexpressão é insuficiente para ativar NF-B. Além disso, 

estudos em animais demonstraram que TAK1 é dispensável para ativação do complexo 

IKK, indicando que existem outros mediadores envolvidos na ativação deste complexo 

(LIU, F. et al., 2012; SATO et al., 2005). 

8.6 A importância de IKK/NF-B no câncer 

A ativação constitutiva do NF-B é observada em diversos tipos de câncer, 

sendo suas funções oncogênicas relacionadas à promoção da proliferação celular, 

controle da apoptose, estimulação da angiogênese, bem como invasão e metástase 

(CARNEIRO-LOBO et al., 2019; XIA, L. et al., 2018). Em câncer de pâncreas, WANG et 

al. (1999) mostraram que o NF-B está constitutivamente ativo em cerca de 70% dos 

tumores pancreáticos. Essa ativação constitutiva de NF-B parece envolver a via 

canônica, já que um estudo recente observou por imuno-histoquímica níveis mais 

elevados de IKK fosforilada em amostras de tumores pancreáticos primários e 

metástases hepáticas em comparação ao próprio estroma tumoral e a células acinares 

e ductais de regiões não comprometidas (NAPOLEON et al. 2022).  

Além disso, corroborando a importância da via canônica do NF-B em câncer, 

diferentes estudos demonstraram que a quinase IKK desempenha um papel 

importante na oncogênese em diferentes modelos. GRETEN et al. (2004) 

demonstraram que a inibição da expressão da IKK impede a tumorigênese em um 

modelo animal de câncer de cólon. A inibição farmacológica da IKKβ induz apoptose 

em células leucêmicas (FRELIN et al., 2005) e inibe o crescimento de células de 

mieloma in vitro e in vivo (HIDESHIMA et al., 2006). Notavelmente, em modelos 

pulmonares, a IKK é ativada pela forma oncogênica da GTPase KRAS (BASSÈRES et 

al., 2010, 2014; DURAN et al., 2008), que se encontra presente em mais de 90% dos 

pacientes portadores de PDAC (GUERRA et al., 2007; MORRIS; WANG; HEBROK, 

2010). Consistentemente, a inibição farmacológica ou genética de IKK em modelos de 

câncer de pulmão e pâncreas inibe o crescimento tumoral, sendo esta inibição 

associada a alterações do microambiente tumoral e a uma redução da proliferação 

celular (BASSÈRES et al., 2015; LING, J. et al., 2012; XIA, Y. et al., 2012). 

Interessantemente, tanto a inibição do NF-B, quanto a deleção de IKK são capazes 

de impedir a tumorigênese de PDAC (LING, J. et al., 2012), indicando de que essa via 

desempenha um papel fundamental para transformação maligna no câncer de 
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pâncreas. 

Ademais, já está amplamente estabelecido que o NF-B promove características 

invasivas e contribui para a formação de metástases (BASSÈRES, D S; BALDWIN, 

2006; MIN et al., 2008), sendo a via IKK/NF-B já descrita como promotora de 

fenótipo tronco-tumoral em diferentes modelos (RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016). Por 

exemplo, o NF-B não só promove a expressão de diversos genes envolvidos em 

promover metástase, como IL-8, metaloproteinases de matriz (MMPs) e moléculas de 

adesão (BASSÈRES, D S; BALDWIN, 2006), mas também promove a transição 

epitelial-mesenquimal, que é uma das vias cruciais para promover a capacidade 

invasiva celular e disseminação metastática (MIN et al., 2008). A inibição do NF-B em 

células tumorais mamárias reverteu a transição epitelial-mesenquimal e bloqueou o 

potencial metastático (HUBER et al., 2004). 

Além disso, não só o NF-B encontra-se ativado em CITs de diferentes tumores 

(KALTSCHMIDT, B. ; et al., 2022; RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016), como a inibição 

genética da atividade do NF-B limitou a expansão de CITs de mama in vitro e in vivo 

(LIU, M. et al., 2010). Em câncer de pulmão, o NF-B promove a transição epitelial-

mesenquimal e induz CITs (KUMAR et al., 2013; ZAKARIA et al., 2018). Além disso, 

CITs de próstata expressam níveis mais elevados de p65 (subunidade do NF-B) 

acetilada e total em relação aos tumores parentais (XIA, Y. et al., 2009). Em 

glioblastoma, células formadoras de tumoresferas apresentam maior fosforilação de 

p65, consistente com sinalização de NF-B elevada, essencial para manutenção das 

características tronco-tumorais, uma vez que, como constatado utilizando a abordagem 

de diluição limitante, a inibição de NF-B reduz a autorrenovação celular e inibe o 

crescimento de xenotumores (SONG, L. et al., 2012). Já a inibição genética ou 

farmacológica de IKK reduz a formação de mamosferas e a tumorigenicidade de 

células mamárias (KENDELLEN et al., 2014), a formação de tumoresferas em 

linhagens de câncer de próstata e a expressão de marcadores de células tronco em 

tumores xenográficos de próstata (ZHANG, YANTING et al., 2016). 

Para além da IκBα na ativação da via canônica do NF-B, a fosforilação direta 

de outros alvos pela quinase IKK vêm sendo atrelados a diferentes características 

(hallmarks) do câncer (PAGE et al., 2017). Por exemplo, a IKK é capaz de fosforilar o 

fator de transcrição FOXO3a, que possui papel supressor tumoral, levando a sua 
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exclusão do núcleo e degradação (HU et al., 2004), sendo FOXO3a negativamente 

correlacionado ao fenótipo tronco-tumoral em câncer de mama e carcinoma oral (LI, K. 

et al., 2019; LIU, H. et al., 2019). Outro substrato trata-se do MTDH (do inglês, 

Metadherin), no qual a fosforilação por IKK leva aumento da atividade deste oncogene 

(KRISHNAN et al., 2015), sendo a este atribuído aumento na proliferação celular, 

metástase e fenótipo tronco-tumoral em câncer de mama (LIANG et al., 2015; WAN et 

al., 2014) e hepático (WANG, YIYING; SHEN; GAO, 2023). 

Apesar destes estudos apontarem para um papel importante da IKK na biologia 

das CITs, a ação de fato da IKK na modulação da plasticidade tumoral e dinâmica de 

aquisição ou supressão do fenótipo tronco de CITs pancreáticas permanece 

desconhecido. Desta forma, embora a IKK tenha sido descrita como fundamental na 

transformação maligna e formação tumoral em PDAC (LING, J. et al., 2012), o papel 

desta quinase para o fenótipo tronco de CITs pancreáticas permanece desconhecido, 

bem como o seu potencial como alvo terapêutico na doença metastática permanece 

pouco explorado. 

9. HIPÓTESE E OBJETIVOS 

 Com base nos estudos relatados acima, nós hipotetizamos que a quinase IKK 

contribui para a aquisição do fenótipo tronco-tumoral no câncer de pâncreas, 

contribuindo para a disseminação metastática. Desta forma, o objetivo geral deste 

trabalho foi determinar como a IKK afeta o fenótipo tronco-tumoral e metastático de 

células pancreáticas visando o desenvolvimento desta quinase como alvo terapêutico. 

Para alcançar o objetivo geral, nós propusemos e perseguimos os seguintes objetivos 

específicos: 

1 Determinar um modelo de avaliação/identificação de células iniciadoras 

de tumor (CITs) pancreáticas; 

2 Avaliar se a inibição da atividade ou expressão da quinase IKK afeta a 

expressão de marcadores de pluripotência em CITs pancreáticas; 

3 Avaliar como a inibição da atividade ou expressão da quinase IKK afeta 

o fenótipo tronco-tumoral de CITs pancreáticas in vitro; 

4 Avaliar se a inibição da atividade ou expressão da quinase IKK afeta a 

capacidade migratória e invasiva das células de PDAC. 
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10. MATERIAIS E MÉTODOS 

10.1 Linhagens celulares e cultivo 

 Todas as linhagens celulares de PDAC utilizadas foram cultivadas assim como 

descrito no item 4.1 do capítulo 1, com o acréscimo das linhagens BxPC-3 e PDX-8, 

ambas cultivada com meio de cultura RPMI suplementado com 10% SFB. A linhagem 

PDX-8 foi cedida pelo grupo do colaborador Prof. Eduardo Reis (IQ-USP) e é derivada 

de um xenotumor de paciente propagado em camundongos Balb/c nude e 

subsequentemente propagadas in vitro, sendo utilizadas passagens inferiores a 20 

repiques (MORAES, 2018). 

10.2 Titulação dos anticorpos para marcadores de CITs 

Para as marcações, suspensões contendo um total de 2x105 células de cada 

linhagem de PDAC foram incubadas com os anticorpos mouse anti-human CD24-FITC 

clone ML5 (BD Pharmigen), mouse anti-human CD44-PE clone G44-26 (BD 

Pharmigen), mouse anti-human CD326/ESA-APC (EpCAM) (BioLegend) ou mouse 

anti-human CD133-PE-Cy7 (BioLegend) diluídos no volume total de 100µl de solução 

tampão HBSS acrescido de 2% de albumina sérica bovina (BSA) pelo período 30min 

no gelo. Após esse período foi acrescido mais 1ml do tampão HBSS, seguido de 

centrifugação para lavagem do excedente de anticorpos que não se ligaram. Ao final, o 

pellet de células foi ressuspendido em 300µl de HBSS+2%BSA e levado 

imediatamente para a leitura no citômetro de fluxo no FACS Canto II (BD) da 

Faculdade de Farmácia da USP (FCF-USP). 

10.3 Citometria de Fluxo e separação celular 

 As células aderentes foram lavadas com PBSA, tripsinizadas e a tripsina foi 

inativada com adição de meio completo (com 10% SFB). As células foram então 

contadas em câmara de Neubauer na presença de azul de Tripam. Para os 

experimentos de avaliação do percentual de células positivas, 3x105 células vivas 

foram coletadas em microtubos de 1,5mL e centrifugadas a 300g por 3 minutos. O 

sobrenadante foi retirado e o pellet celular ressuspendido em 300 µl de solução tampão 

HBSS acrescido de 2% de SFB.  

Todas as leituras para avaliação do percentual de células fluorescentes foram 

realizadas no FACS Accuri (BD), pertencente à Prof. Sandra Farsky (FCF-USP), com a 
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obtenção de no mínimo 1x105 eventos totais e procedendo com a estratégia sequencial 

de gates mostradas abaixo, que consiste nas seguintes etapas (Fig. 18): (1) Seleção 

da população celular majoritária no espalhamento frontal (FSC) e lateral (SSC). (2) 

Seleção de células únicas (singlets) selecionando os eventos com variação linear entre 

altura e área do sinal para o espalhamento frontal (FSC-H por FSC-A). (3) Construção 

dos “gates” para células positivas para as diferentes fluorescências com base nas 

células sem marcação e/ou controles sem fluorescência. 

 

Figura 18. Esquema de gates para citometria de fluxo utilizados. 1. Seleção de população celular de 
interesse (FSCxSSC). 2. Seleção de células únicas pela escolha do parâmetro FSC altura vs área (FSC-
H x FSC-A). 3. Gate para fluorescência com base nas células sem utilização do marcador (Controles ou 
sem a utilização de nenhum dos anticorpos. 

Já os experimentos de separação celular (do inglês “cell sorting”) foram 

realizados no equipamento FACSAria Fusion (BD) em parceria com o Instituto Israelita 

Albert Einstein apenas para a linhagem AsPC-1 SORE6-GFP, seguindo a estratégia de 

“gates” detalhada na Fig. 27. Em cada experimento foram submetidas à separação um 

total de aproximadamente 3,5x107 células, na concentração de 1x107 céls/ml em 

tampão HBSS acrescido de 2% de SFB. Por fim, a eficiência da separação entre 

células positivas e negativas para o GFP foi avaliada com base no percentual de 

células dentro de seus respectivos “gates” desenhados na estratégia prévia de 

separação. 

10.4 Ensaio de formação de tumoresferas 

Cada uma das linhagens de PDAC, foram plaqueadas em placas de 6 poços de 

baixa aderência (3.000 céls/poço) em 2ml de meio de cultura DMEM F12 suplementado 

com 40μL de B-27 (Gibco), 20ng/ml de EGF (fator de crescimento epidermal, 

PeproTech) e 20ng/ml de FGF (fator de crescimento de fibroblasto, PeproTech) por 14 

dias em uma atmosfera úmida com 5% de CO2 a 37ºC. A contagem do número de 
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tumoresferas foi feita manualmente por observação em campo claro e registro 

fotográfico em microscópio invertido (Nikon). 

10.5 Inibição farmacológica de IKKβ 

Para inibir a atividade da quinase IKK, nós usamos o inibidor Composto A (CA), 

que tem como alvo específico a quinase IKK (ZIEGELBAUER et al., 2005). As 

concentrações utilizadas variaram com os experimentos e estão indicadas nas 

legendas das figuras. Alternativamente, também utilizamos o inibidor de IKK, 

denominado TPCA-1 (Sigma-Aldrich) na concentração de 8µM. Para ambos os 

inibidores, utilizamos como controle as células tratadas com mesmo volume do veículo 

Dimetilsulfóxido (DMSO). 

10.6 Análise de expressão relativa por RT-qPCR 

 A análise por RT-qPR foi realizada conforme descrito no item 4.7 do capítulo 1, 

sendo mostradas abaixo as sequências dos “primers” utilizados neste capítulo. 

 

10.7 Análise proteica por Western blotting 

 O western blotting foi realizado conforme descrito no item 4.4 do capítulo 1, 

com a utilização dos anticorpos primários descritos abaixo e os mesmos anticorpos 

secundários conjugados a HRP descritos anteriormente. 
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10.8 Ensaio de migração e invasão 

Os ensaios de migração e invasão foram realizados utilizando placas de 24 poços 

com insertos “transwell” com poros de 8μm (Corning) revestidos (ensaio de invasão) ou 

não (ensaio de migração) com matrigel. Para tanto, as células foram plaqueadas nos 

insertos (4x104 células/inserto) em meio RPMI sem soro. Foi utilizado o meio RPMI 

com 10% de soro fetal bovino nos poços (abaixo do inserto), como quimioatrativo. Após 

a adição das células, as placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C a 5% de 

CO2. Em seguida, as células que não migraram foram retiradas da parte superior da 

membrana do inserto com o auxílio de um cotonete e as células que migraram para a 

parte inferior da membrana foram lavadas 2 vezes com PBSA e fixadas pela imersão 

do inserto em paraformaldeído 4% por 2 min e em metanol por 20 min. Os insertos 

foram novamente lavados com PBSA e as células coradas com solução de cristal 

violeta 0,5% por 20 min, lavadas 3x com PBSA e deixadas para secar à temperatura 

ambiente. Imagens foram obtidas através do microscópio invertido IX51 (Olympus) e as 

células de cinco campos de visão randômicos foram fotografadas em três experimentos 

independentes. A quantificação da porcentagem de área total ocupada pelas células foi 

realizada utilizando o software ImageJ. 

10.9 Geração de lentivírus 

A geração dos diferentes lentivírus não replicantes foi feita em células HEK293T 

(1x106 céls/placa) aderidas em placas de 10cm de diâmetro e transfectadas com os os 

vetores de empacotamento lentiviral: 2,6µg do pCMV-dR8.2 dvpr e 0,235µg do pCMV-

VSVG; conjuntamente a 2,6µg das seguintes construções lentivirais de intereresse: 

pTRIPz com os shRNAs controle e de interesse (Dharmacon), pSORE6-GFP ou 

pCTRL-GFP (sem o SORE6 na região promotora do GFP), gentilmente cedidos pela 

Dra. Lalage Wakefiled do “National Cancer Institute” (EUA), seguindo o protocolo do 

reagente de transfecção Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher). Após 16h da 
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transfecção, o meio de cultura destas células foi descartado e adicionado 10 ml de 

meio DMEM com 10% SFB fresco. O sobrenadante com os lentivírus foram coletados 

com 24h e 48h após a troca anterior do meio, sendo adicionado novamente 10ml de 

meio na coleta de 24h. Essas 2 coletas foram misturadas e filtradas em filtros de 

0,45µm e alíquotas de 1ml de lentivírus foram feitas e armazenadas a -80ºC até sua 

utilização. 

10.10 Transdução celular 

Suspensões das diferentes linhagens celulares de PDAC foram plaqueadas em 

placas de 6 poços (1x105 céls/poço), acrescidas de 500µl das alíquotas de lentivírus 

(MOI~1) e 8 μg/ml de polibreno (brometo de hexadimetrina), totalizando 2ml por poço. 

Após 48h de transdução, o meio de cultura foi descartado apropriadamente e reposto 

com 2ml do meio completo próprio para cada linhagem, acrescido de puromicina (1 

μg/ml) para seleção durante 5 dias, sendo adicionado meio novo com puromicina a 

cada 2 dias. Como controle para a eficácia da puromicina em matar as células não 

transduzidas, fizemos, a cada transdução, um poço “mock”, com células que não 

receberam o lentivírus. 

10.11 Seleção de clones com “knockdown” por shRNA 

 Após a seleção das células transduzidas com puromicina, uma parte delas foi 

distribuída em baixa densidade (2.000 células/placa) em placas de 10cm de diâmetro 

para crescimento de colônias clonais espaçadas. Posteriormente, cinco clones de cada 

transdução foram isoladamente tripsinizados, utilizando anéis de clonagem e graxa de 

silicone (vedante), para assegurar a individualidade, e então expandidas 

separadamente. 

A avaliação funcional do “knockdown” de cada clone foi realizada por meio de 

Western blotting para detecção da inibição dos níveis da proteína IKK após cinco dias 

de indução do respectivo shRNA com 2µg/ml de doxiciclina no meio de cultura. Os dois 

clones que apresentaram a maior redução nos níveis de IKK foram os selecionados 

para prosseguir nos demais experimentos. 

10.12 Análise estatística 

 Realizada conforme o descrito no item 4.13 do capítulo 1 .
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11. RESULTADOS 

11.1 Identificação de CITs por marcadores de superfície nas linhagens de PDAC 

Diante da falta de consenso na literatura sobre os marcadores de superfície 

ideais ou mais eficazes na identificação de CITs pancreáticas, decidimos realizar uma 

análise inicial da abundância dos marcadores previamente descritos (HERMANN et al., 

2007; JAISWAL et al., 2012; LI, C. et al., 2007) em nossas linhagens pancreáticas. 

Para isso, realizamos a titulação individual dos anticorpos para CD24, CD44, 

CD326/ESA e CD133 nas linhagens de PDAC disponíveis em nosso laboratório, e as 

porcentagens de células positivas para cada marcador em cada linhagem e diluição 

utilizada encontram-se apresentadas na Tabela 3. 

Diferentemente do esperado, observamos uma grande variação na proporção de 

células positivas para cada marcador nas diferentes linhagens. Além disso, em 

algumas linhagens, certos marcadores não foram detectados, como o CD24, que 

estava ausente nas linhagens AsPC-1 e Mia PaCa-2, e o ESA, que não foi encontrado 

na linhagem Mia PaCa-2 (Tabela 3 e Fig. 19). Os resultados da titulação também 

indicaram a necessidade de altas concentrações dos anticorpos para marcar 

totalmente as populações positivas e separá-las das negativas, crucial para uma boa 

purificação de ambas as populações (positiva e negativa) na separação celular ativada 

por fluorescência (FACS, do inglês “Fluorescence Activated Cell Sorting”) (Fig. 19).  

Outro problema que detectamos foi que, nas maiores concentrações testadas 

(1:25), a população positiva para CD133 apresentou uma fluorescência muito próxima 

à das células negativas (sem marcação), o que pode ser indicativo de baixas 

quantidades dessa proteína na superfície dessas células, dificultando assim sua 

utilização para uma boa separação das populações. Ainda sobre esse marcador, a 

linhagem PANC-1 estranhamente exibiu um alto percentual de células positivas para 

CD133, em torno de 20%, frequência esta bem superior às demais linhagens de PDAC, 

que ficaram entre 2-7%, e à frequência de 2-4% encontrada por Hermann et al. (2007). 
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Tabela 3. Titulação dos primeiros marcadores de superfície para CITs pancreáticas. 

 
 *CTRL negativo: células sem marcação com anticorpo fluorescente 
 

Visando nos aproximarmos dos experimentos realizados com os marcadores de 

CITs, que envolviam células tumorais extraídas diretamente do tumor em 

camundongos, modelo PDX e de metástases (HERMANN et al., 2007; LI, C. et al., 

2007), incluímos uma linhagem derivada de xenotumor pancreático de paciente, 

denominada aqui como PDX8, que foi gerada e cedida pelo grupo do Prof. Eduardo 

Reis (MORAES, 2018). Nessa linhagem, decidimos testar apenas a maior 
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concentração dos anticorpos, uma vez que os resultados com as linhagens anteriores 

de PDAC indicavam a necessidade de altas concentrações. 

 
 

 
Figura 19. A proporção de células positivas para os marcadores de CITs CD24, CD44, ESA e 
CD133 é variável em diferentes linhagens pancreáticas. As linhagens celulares indicadas foram ou 
não submetidas à marcação com os anticorpos CD24-FITC, CD44-PE e CD133-PE-Cy7 na diluição de 
1:25 ou CD326-APC na diluição 1:50 e analisadas por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e 
lateral foi utilizado para selecionar células viáveis e individuais (“singlets”) para análise. Os gráficos de 
histogramas representam o número de eventos registrados (“count”) em função do nível de fluorescência 
emitida nos canais indicados (FITC, PE, APC ou PE-Cy7) escolhidos de acordo com o anticorpo 
utilizado, usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células positivas foi definido 
arbitrariamente em cada caso (linhas horizontais separando células positivas de negativas) com base no 
histograma obtido para as células não marcadas nas mesmas condições e a porcentagem de células 
positivas está indicada. Os gráficos mostrados sobrepõem os histogramas obtidos com as células 
controle não marcadas (azul) e os obtidos para as células as marcadas com anticorpo (vermelho). 

Diferentemente das outras linhagens, a PDX8 mostrou uma grande porcentagem 

de células positivas para todos os marcadores (Fig.19). Quase todas as células se 

mostraram positivas para CD133, CD24 e ESA (>97%), gerando agora uma dificuldade 

na obtenção de células negativas para estes marcadores nessa linhagem. Ademais, as 

frequências observadas divergiram bastante das frequências relatadas na literatura, 
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tanto de CITs de PDAC quanto de outros tipos tumorais, bem como não refletiram o 

postulado de que as CITs compreendem uma população minoritária das células 

tumorais.  

Assim, mediante todas essas intercorrências observadas experimentalmente nos 

experimentos de citometria de fluxo com esses marcadores, optamos por buscar outras 

alternativas para investigarmos as CITs pancreáticas e prosseguirmos com a análise 

da importância da IKK para o fenótipo tronco-tumoral pancreático.  

11.2 Enriquecimento de CITs pancreáticas por cultura de tumoresferas  

Dadas as dificuldades em encontrar um marcador de superfície que pudesse 

identificar consistentemente CITs nas nossas linhagens pancreáticas, procedemos com 

a cultura de tumoresferas, que sabidamente enriquece para CITs pancreáticas 

(GAVIRAGHI et al., 2011; SASAKI et al., 2019; YIN et al., 2011) e que já tinha sido 

utilizada e testada em nosso laboratório para estudar CITs pulmonares (RODRIGUES 

et al., 2020a; SCALABRINI, 2022; RODRIGUES et al., 2020b).   

 

Figura 20. Tumoresferas geradas a partir das diferentes linhagens de PDAC. Imagens 
representativas de microscopia em campo claro (“brightfield”) em microscópio invertido das culturas de 
tumoresferas das linhagens indicadas 14 dias após o plaqueamento. A barra amarela corresponde a 
100µM. 
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Para validar o enriquecimento de CITs em tumoresferas de PDAC, nós 

realizamos cultura de tumoresferas para cada uma das linhagens de PDAC (Fig. 20) e 

avaliamos se havia aumento de expressão de genes associados à biologia das CITs 

nas tumoresferas (Fig. 21). Nós observamos que, em comparação com células 

cultivadas de forma aderente tradicional, as tumoresferas de PDAC apresentam um 

aumento de na expressão de diversos genes com sabida expressão enriquecida em 

CITs, em especial o ALDH, que se encontra aumentado nas tumoresferas de todas as 

linhagens, bem como o CXCR4, que só não está aumentado nas tumoresferas da 

linhagem AsPC-1, seguido dos genes de pluripotência OCT4 e NANOG, que estão 

aumentados nas tumoresferas de 3 das 5 linhagens. 

 

 
Figura 21. Tumoresferas de linhagens de PDAC apresentam aumento de expressão de genes 
associados à biologia das CITs. As linhagens indicadas na figura foram plaqueadas para cultura na 
forma aderente ou para cultura de tumoresferas e o RNA foi extraído após 14 dias. A expressão dos 
genes indicados na figura foi avaliada por RT-qPCR (método ΔΔCt) usando HBMS como controle 
endógeno para normalização. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 
experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste Student-t não 
pareado com correção pelo método Bonferroni-Dunn (NS, não significativo, *p<0,05; **p<0,01, 
***p<0,001) comparando o grupo “aderentes” com o grupo “tumoresfera”. 
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11.3 A inibição farmacológica de IKK reduz o fenótipo tronco-tumoral em PDAC 

Tendo em vista os nossos resultados e os relatos da literatura mostrando que 

tumoresferas apresentam enriquecimento de CITs (GAVIRAGHI et al., 2011; SASAKI et 

al., 2019; YIN et al., 2011), nós resolvemos avaliar se a inibição farmacológica da IKK 

com o inibidor Composto A é capaz impactar a formação de tumoresferas. O Composto 

A é um inibidor ATP-competitivo com alta seletividade para IKK e que também já 

havia sido utilizado no nosso laboratório em estudos com câncer de pulmão 

(BASSÈRES et al, 2014; RODRIGUES, 2018).  

No primeiro momento, testamos a eficiência do Composto A na inibição da 

quinase IKK nas células pancreáticas ainda aderentes, utilizando a concentração de 

5µM do Composto A, a qual já era utilizada no laboratório para linhagens pulmonares 

(BASSÈRES et al, 2014; RODRIGUES, 2018). Para avaliar a inibição de IKK medimos 

o percentual de fosforilação do seu substrato IB no resíduo Ser32 (Fig. 22).  

 

Figura 22. O Composto A inibe a atividade de IKK em células de PDAC. As células de cada 
linhagem indicada foram cultivadas na forma aderente e tratadas com 5µM do Composto A (CA) ou com 
volume idêntico do veículo (DMSO) pelos tempos indicados na imagem. Os extratos proteicos foram 
coletados e avaliados através de Western Blotting com os anticorpos específicos para as proteínas 
indicadas. As bandas proteicas relativas a P-IB (ser32) foram normalizadas pelo IB total, este já 
normalizado pelo controle endógeno (-tubulina) e a quantificação relativa das bandas foi feita em 
relação à amostra referência em cada caso (DMSO) usando o software ImageJ. 

Conforme previsto, observamos uma redução de 15-50% (variando de acordo 

com a linhagem e o tempo de tratamento) na fração de IB fosforilada (valores abaixo 

das bandas de P-IB) nas células tratadas com o inibidor em comparação com o 

grupo controle tratado com DMSO (veículo). Além disso, notamos um aumento nos 

níveis totais de IB (valores abaixo das bandas de IB), o que indica uma 

estabilização da proteína decorrente da inibição de sua degradação proteolítica devido 
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a sua não fosforilação (Fig. 22). Esses resultados indicam que o Composto A está 

agindo conforme esperado, reduzindo a ativação canônica do NF-B. 

Em seguida, avaliamos se o Composto A é capaz de inibir a formação de 

tumoresferas de PDAC. Para estes ensaios, o inibidor foi adicionado apenas no 

momento do plaqueamento das células em placas de baixa adesão. Ao contrário do 

esperado, não observamos diferença significativa para nenhuma das linhagens no 

número de tumoresferas formadas (Fig. 23). Em paralelo, avaliamos a expressão de 

genes associados à biologia das CITs nas tumoresferas formadas na presença ou 

ausência de Composto A. Os resultados foram bastante heterogêneos entre as 

linhagens (Fig. 24). BMI-1 e OCT-4 não apresentaram diferença significativa ou, ao 

contrário do esperado, apresentaram expressão aumentada em algumas linhagens. O 

ALDH, CXCR-4 e ABCG2 apresentaram, dependendo da linhagem, expressão 

inalterada, significativamente aumentada ou significativamente diminuída. O NANOG 

foi o único gene que apresentou expressão significativamente reduzida pelo Composto 

A em 3 das 4 linhagens analisadas.  

 

Figura 23. O composto A não afeta significativamente a capacidade de formação de tumoresferas 
de linhagens de PDAC. As células indicadas foram plaqueadas em culturas para formação de 
tumoresferas, sendo tratadas uma única vez no momento do plaqueamento com 5μM Composto A (CA) 
ou volume idêntico do veículo (DMSO) e o número de tumoresferas formadas foi contado após 14 dias 
de cultura. Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos 
independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste Student-t (ns, não significativo). 
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Figura 24. O Composto A tem efeito heterogêneo sobre a expressão de genes associados à 
biologia das CITs em PDAC. As células indicadas foram plaqueadas em culturas para formação de 
tumoresferas, sendo tratadas uma única vez no momento do plaqueamento com 5μM Composto A (CA) 
ou volume idêntico do veículo (DMSO) e o RNA foi extraído após 14 dias de cultura. A expressão gênica 
foi analisada por qRT-PCR (método ΔΔCt) usando HBMS como controle endógeno para normalização. 
Os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A 
significância estatística foi avaliada através do teste Student-t não pareado com correção pelo método de 
Bonferroni-Dunn (NS, não significativo, *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001) comparando o grupo CA com o 
grupo DMSO.  

11.4 Geração do modelo SORE6-GFP e validação nas linhagens de PDAC 

Como a inibição farmacológica da IKK não afetou a formação de tumoresferas 

em linhagens de PDAC e, tendo em vista a conhecida heterogeneidade de CITs 

(CABRERA; HOLLINGSWORTH; HURT, 2015; MARJANOVIC; WEINBERG; 

CHAFFER, 2013; MOHAN et al., 2021; PISCO; HUANG, 2015), nós levantamos a 

possibilidade de que a IKK pudesse afetar preferencialmente uma população de CITs 

que não é enriquecida pela cultura de tumoresferas, principalmente levando em 

consideração que a inibição de IKK resultou em uma inibição consistente na 

expressão de NANOG nas tumoresferas das linhagens investigadas (Fig. 24). Para 

investigar esta possibilidade, empregamos uma estratégia alternativa, que consistiu na 

geração de linhagens repórter para elementos do promotor de NANOG, denominadas 

linhagens SORE6 (do inglês “Sox2-Oct4 responsive element 6x”), modelo previamente 

utilizado na literatura para avaliar CITs em linhagens de outros tipos tumorais, como 
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câncer de mama, gástrico e linfoma (MOHAN et al., 2021; PÁDUA et al., 2020; TANG, 

B. et al., 2015).  

Mais especificamente, o modelo SORE6 foi desenvolvido pelo grupo de 

WAKEFIELD et al. e consiste em um vetor lentiviral contendo o gene repórter da 

proteína fluorescente verde (GFP) sob o controle do promotor mínimo do 

citomegalovírus (mCMV) acrescido do elemento regulatório SORE6 (Fig. 25). Este 

elemento contém 6 cópias concatenadas de um elemento composto de resposta aos 

fatores de transcrição SOX2 e OCT4 (do inglês “SOX2/OCT4 Response Element”, 

SORE) proveniente do promotor do gene NANOG (TANG, B. et al., 2015).. Assim, 

nesse modelo, a expressão de GFP depende da presença e atividade dos fatores de 

transcrição de pluripotência, SOX2 e/ou OCT4. Promotores baseados em porções dos 

promotores de SOX2, OCT4 ou NANOG têm sido utilizados no monitoramento da 

reprogramação para pluripotência e estes têm atividade elevada em CITs (HOTTA et 

al., 2009; LEVINGS et al., 2009; SCHMIDT; PLATH, 2012). Além disso, essa 

construção leva a expressão de uma versão desestabilizada da proteína GFP com 

meia vida curta dentro das células devido a presença de uma sequência que a 

direciona para degradação proteassomal (sequência “degron” da ornitina 

descaboxilase), garantindo que a expressão de GFP não irá perdurar na célula após a 

inativação de SOX2 e/ou OCT4 e garantindo que apenas as células que possuem 

atividade destes fatores sejam identificadas.  

 

Figura 25. Esquema do vetor lentiviral SORE6 com repórter GFP para CITs. O esquema mostra a 
região inserida no genoma celular após a infecção lentiviral, contendo o gene para resistência a 
puromicina (Puro) sob expressão constitutiva a partir do promotor humano PGK (PGKp) e o gene 
repórter GFP desestabilizado sob o controle de expressão do promotor mínimo CMV (mCMVp) acrescido 
de 6 repetições do elemento responsivo aos fatores de transcrição OCT4 e SOX2, denominado SORE6 
(do inglês “Sox2-Oct4 Responsive Element 6x”). A desestabilização do repórter GFP é causada pela 
inserção da sequência “degron” da ornitina descarboxilase, que encaminha essa proteína para 
degradação pelo proteassomo. Adaptado de (TANG, B. et al., 2015). 
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Para gerar linhagens pancreáticas com integração estável da construção 

SORE6-GFP, nós primeiramente realizamos a transdução lentiviral de 4 linhagens 

celulares de PDAC (AsPC-1, PANC-1, BXPC-3 e PDX8). Como controle, as mesmas 

linhagens foram transduzidas com a construção controle (CTRL-GFP), na qual o 

elemento SORE6 está ausente do promotor do gene repórter GFP. Em seguida, 

procedemos com a seleção com o antibiótico puromicina para eliminar as células não 

transduzidas. Infelizmente, a linhagem PDX8 não se mostrou infectável pelos lentivírus 

em repetidas tentativas, sendo que todas as células desta linhagem morreram na etapa 

de seleção com o antibiótico puromicina. Com relação às outras 3 linhagens, obtivemos 

células estáveis que resistiram à seleção com puromicina, mas que apresentaram 

frequências distintas de células GFP-positivas (Fig. 26).  

A linhagem BxPC-3 não apresentou células GFP-positivas, já que não houve 

diferença em relação à mesma linhagem portadora do vetor CTRL-GFP. A linhagem 

PANC-1 apresentou frequência de células GFP-positivas muito baixa (menos de 1% na 

comparação com o controle), sendo a linhagem AsPC-1 a que apresentou a maior 

porcentagem de células GFP-positiva (cerca de 5%) (Fig. 26). Como a BxPC-3 não 

apresentou células GFP-positivas e a PANC-1 apresentou uma frequência muito baixa, 

o que torna inviável a análise de experimentos que afetem a frequência de CITs e que 

dificulta a purificação de células GFP-positivas para experimentos subsequentes, nós 

optamos por dar seguimento aos estudos apenas com a linhagem AsPC-1-SORE6. 

Para validar que as células AsPC-1-SORE6 GFP-positivas são enriquecidas em 

CITs, nós realizamos purificação por citometria acoplada à separação celular ativada 

por fluorescência das células GFP-positivas e negativas para ensaios subsequentes 

(Fig. 27). Nós conseguimos uma boa eficiência na separação das células, visto que 

nas amostras purificadas (pós-“sorting”), mais de 94% das células estavam dentro das 

respectivas áreas de seleção (“gates”) de interesse. 
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Figura 26. A proporção de células GFP positivas nas linhagens de PDAC portadoras da 
construção SORE6-GFP é variável. Cada linhagem foi transduzida com MOI de 1 de lentivírus 
contendo o vetor repórter SORE6-GFP ou CTRL-GFP (sem os elementos SORE6 no promotor) 
conforme indicado na figura, seguido da seleção com 1ug/ml de puromicina por 5 dias. As linhagens 
foram analisadas para presença de células fluorescentes (GFP-positivas) por citometria de fluxo. O 
espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viáveis para análise. Os gráficos de 
pontos representam o número de eventos registrados separados em relação ao espalhamento frontal 
(eixo y) usando uma escala linear e a intensidade de emissão de fluorescência no canal FITC (eixo x, 
canal de emissão do GFP) usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células GFP-
positivas foi definido arbitrariamente em cada caso (representado por quadrantes) com base no padrão 
obtido para as células controle (CTRL-GFP) e a porcentagem de células positivas está indicada em cada 
caso.  
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Figura 27. Estratégia empregada para purificação (“sorting”) das células AsPC-1-SORE6 GFP-
positivas e negativas, com a validação pós “sorting”. A citometria de fluxo acoplada à separação 
celular ativada por fluorescência foi utilizada para purificação das células GFP-positivas e negativas. As 
células selecionadas em cada passo estão indicadas pelas áreas de seleção (“gates”) em cada gráfico 
(A) O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viáveis para análise. (B) As 
células viáveis foram analisadas por espalhamento frontal e altura frontal para excluir células agregadas 
e selecionar células únicas. (C) As células únicas foram analisadas para emissão de fluorescência nos 
canais PE e FITC para seleção de células GFP-positivas e negativas para purificação. Esta seleção foi 
feita com base no perfil das células CTRL-GFP (sem o SORE6 no promotor, não mostrado). (D) 
Citometria de fluxo das células GFP-negativas após a purificação. (E) Citometria de fluxo das células 
GFP-positivas após a purificação. 

Em seguida nós avaliamos, inicialmente, a capacidade de diferenciação das 

células GFP-positivas. Uma das características de CITs é que elas são capazes de se 

diferenciar em células não-CITs, enquanto a interconversão de células não-CITs para 

CITs, embora possível, é mais rara. Consistentemente, nós observamos que as células 

GFP-positivas, ao serem colocadas novamente em cultura, foram capazes de dar 

origem a células GFP-negativas, bem como de se autorrenovarem mantendo uma 

fração GFP-positiva (de cerca de 14%) após mais de 21 dias de cultura (Fig. 28). Já as 

células GFP-negativas não foram capazes de originar células GFP-positivas sob as 

mesmas condições de cultivo, o que nesse modelo indicaria que não foram capazes 

adquirir um fenótipo tronco (Fig. 28). 
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Figura 28. Células SORE6 com fenótipo tronco (GFP-positivas) dão origem a células sem fenótipo 
tronco (GFP-negativas). As células AsPC-1 SORE6 GFP-positivas e GFP-negativas foram purificadas 
por citometria de fluxo acoplada à separação celular ativada por fluorescência (ver Fig. 26) e plaqueadas 
em cultura aderente por 21 dias. (A) Imagens de microscopia 21 dias após o plaqueamento das 
populações GFP-positiva e GFP-negativa purificadas. Esquerda) Imagem registrada usando campo claro 
(“bright field”); Centro) imagem registrada com filtro para detecção da fluorescência emitida por GFP; 
Direita) Sobreposição das imagens de campo claro e de fluorescência. (B) Após 21 dias em cultura, as 
células oriundas das populações GFP-positiva e GFP-negativa foram avaliadas por citometria de fluxo. O 
espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viáveis para análise. Os gráficos de 
pontos representam o número de eventos registrados separados em relação ao espalhamento frontal 
(eixo y) usando uma escala linear e a intensidade de emissão de fluorescência no canal FITC (eixo x, 
canal de emissão do GFP) usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células GFP-
positivas foi definido arbitrariamente (representado por quadrantes) com base no padrão obtido para as 
células controle (CTRL-GFP, não mostrado) e a porcentagem de células positivas está indicada em cada 
caso.  
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Condizente com um enriquecimento de CITs, as células GFP-positivas foram 

capazes de formar 2,1 vezes mais tumoresferas do que as células GFP-negativas (Fig. 

29-A). A observação das tumoresferas ao microscópio mostrou que as tumoresferas 

oriundas das células GFP-positivas, não só eram maiores que as formadas pelas 

células GFP-negativas, mas também apresentavam uma alta proporção de células 

GFP-positivas. Por outro lado, o fato de que as células GFP-negativas foram também 

capazes de formar tumoresferas indica que o enriquecimento para CITs com base no 

repórter GFP não é absoluto, ou que células não-CITs são capazes de adquirir o 

fenótipo tronco quando submetidas à cultura de tumoresferas. O fato das tumoresferas 

geradas por células GFP-negativas apresentarem algumas células GFP-positivas apóia 

esta segunda opção (Fig. 29-A). Além disso, consistente com o fenótipo mais 

agressivo das CITs, quando comparadas às células GFP-negativas, as células GFP-

positivas demonstraram maior capacidade migratória (Fig. 29-B). Finalmente, as 

células GFP-positivas mostraram um aumento significativo de expressão de NANOG e 

OCT4 em relação às células GFP-negativas, o que, não só é condizente com a 

estratégia usada para seleção, mas também é condizente com um enriquecimento do 

fenótipo tronco nesta população (Fig. 29-C). É interessante que, enquanto as 

tumoresferas de AsPC-1 apresentam aumento de ALDH (Fig. 24), as células AsPC-1 

SORE6 GFP-positivas apresentam diminuição deste marcador de CITs (Fig. 29-C), 

indicando a possibilidade de que esta linhagem possua diferentes populações celulares 

com características tronco-tumorais.  
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Figura 29. As Células AsPC-1-SORE6 GFP-positivas apresentam aumento de características 
associadas ao fenótipo tronco-tumoral. As populações GFP-positiva e GFP-negativa da linhagem 
AsPC-1-SORE6 foram purificadas por citometria de fluxo conforme descrito na Fig. 27. (A) As células 
GFP-positivas e negativas foram plaqueadas separadamente para cultura de tumoresferas e o numero 
de tumoresferas formadas foi contado após 14 dias (esquerda). As tumoresferas formadas foram 
avaliadas por sobreposição de imagens de microscopia de campo claro (“brightfield”) e de fluorescência 
(direita). (B) As células GFP-positivas e GFP-negativas foram submetidas a ensaio de migração celular 
“transwell” e a área ocupada por células migratórias foi mensurada. Esquerda) Quantificação da área 
migrada. Direita) Imagens representativas. (C) A expressão dos genes indicados nas populações GFP-
positiva e GFP-negativa foi analisada por RT-qPCR (método ΔΔCt) usando HBMS como controle 
endógeno para normalização. Em todos os casos, os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio 
padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste 
Student-t não pareado com correção pelo método de Bonferroni-Dunn (NS, não significativo, *p<0,05; 
**p<0,01, ***p<0,001) comparando o grupo GFP-positivo (GFP pos) com o grupo GFP-negativo (GFP 
neg). 

11.5 A Inibição farmacológica da IKK no modelo celular SORE6-GFP reduz 
transitoriamente a proporção de células GFP-positivas 

 Para avaliar se a inibição farmacológica de IKK reduz o fenótipo tronco-tumoral 

em um modelo alternativo à cultura de tumoresferas para enriquecimento de CITs, nós, 

em um primeiro momento, avaliamos, nas células AsPC-1 SORE6-GFP originais não 
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purificadas, se a inibição de IKK com o Composto A alteraria o percentual de células 

GFP-positivas enriquecidas em CITs. O Composto A reduziu o percentual de células 

GFP-positivas, mas esta redução foi transitória, ocorrendo apenas no tempo de 24h, 

sendo que não foram observadas diferenças estatísticas na proporção de células GFP-

positivas nos tempos subsequentes (Fig. 30).  

Uma possível explicação par este efeito transitório, é que a inibição de IKKβ 

pode afetar tanto CITs quanto não-CITs, mas com cinética diferente. Assim, as CITs 

seriam afetadas por esta inibição antes das células não-CITs, ocasionando a redução 

da população GFP-positiva observada em 24h. Posteriormente, as células não-CITs 

seriam afetadas, reduzindo a população GFP-negativa e causando um aumento na 

proporção de células GFP-positivas, que retorna à proporção observada na ausência 

de tratamento. Isto é corroborado pelo aparente aumento de células GFP-positivas no 

decorrer do tratamento, mesmo que este aumento não seja estatisticamente 

significativo. 

 

Figura 30. A inibição farmacológica de IKK em células AsPC-1 SORE6-GFP não purificadas reduz 
transitoriamente a proporção de células GFP-positivas. As células AsPC-1 SORE6-GFP não 
purificadas foram tratadas com o inibidor farmacológico da IKK (Composto A – CA) na concentração de 
10μM ou volume idêntico do veículo dimetilsulfóxido (DMSO) pelos tempos indicados, sendo trocado o 
meio com adição de inibidor “fresco” a cada 24h. Esquerda) A proporção de células GFP-positivas foi 
analisada por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células 
viáveis para análise. Os gráficos de histogramas representam o número de eventos registrados (“count”, 
eixo y) usando uma escala linear em função da intensidade de emissão de fluorescência no canal FITC 
(eixo x, canal de emissão do GFP) usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células 
GFP-positivas foi definido arbitrariamente (linhas horizontais separando células positivas de negativas) 
com base no padrão obtido para as células controle (CTRL-GFP, não mostrado) e a porcentagem de 
células positivas está indicada em cada caso. Direita) O gráfico de barras representa a média ± 1 desvio 
padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada através do teste 
Student-t múltiplo (ns, não significativo, *p<0,05) comparando o grupo CA com o grupo DMSO. 

Tendo em vista que a linhagem AsPC-1 SORE6-GFP original possuía um 

percentual baixo de células GFP-positivas de cerca de 4% (Fig. 26), enquanto células 
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oriundas do cultivo de células GFP-positivas purificadas possuíam um percentual maior 

de cerca de 14% (Fig. 28), nós achamos que esta população mais enriquecida para 

células GFP-positivas pudesse mostrar de forma mais confiável o impacto da inibição 

de IKK sobre as CITs. Portanto, nós repetimos o tratamento com o Composto A 

usando esta população com maior percentual de células GFP-positivas. Entretanto, 

embora o padrão observado anteriormente de redução da proporção de células GFP-

positivas em 24h seguida de um retorno à proporção inicial em tempos subsequentes 

(Fig. 30) tenha se repetido, ele teve menor amplitude relativa e as diferenças 

observadas não foram estatisticamente significativas (Fig. 31).  

 

Figura 31. A inibição farmacológica de IKK em células oriundas de cultura de células GFP-
positivas purificadas da linhagem AsPC-1 SORE6-GFP não afeta significativamente a proporção 
de células GFP-positivas. A população GFP-positiva da linhagem AsPC-1-SORE6-GFP foi purificada 
por citometria de fluxo conforme descrito na Fig. 27 e cultivada por 21 dias para diferenciação. (A) Após 
21 dias de cultivo, as células foram tratadas com o inibidor farmacológico da IKK (Composto A – CA) na 
concentração de 10μM ou volume idêntico do veículo dimetilsulfóxido (DMSO) pelos tempos indicados, 
sendo trocado o meio com adição de inibidor “fresco” a cada 24h. Esquerda) A proporção de células 
GFP-positivas foi analisada por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para 
selecionar células viáveis para análise. Os gráficos de histogramas representam o número de eventos 
registrados (“count”, eixo y) usando uma escala linear em função da intensidade de emissão de 
fluorescência no canal FITC (eixo x, canal de emissão do GFP) usando uma escala logarítmica. O limiar 
para detecção de células GFP-positivas foi definido arbitrariamente (linhas horizontais separando células 
positivas de negativas) com base no padrão obtido para as células controle (CTRL-GFP, não mostrado) 
e a porcentagem de células positivas está indicada em cada caso. Direita) O gráfico de barras 
representa a média ± 1 desvio padrão (SD) de 2 experimentos independentes em triplicata técnica. A 
significância estatística foi avaliada através do teste Student-t múltiplo (ns, não significativo). 

Em conjunto, estes resultados indicam que a inibição farmacológica de IKK não 

apresenta seletividade significativa para a população GFP-positiva enriquecida para 

CITs e corrobora os resultados obtidos com tumoresferas, indicando que a inibição 

farmacológica de IKK em modelos celulares de PDAC não parece afetar 

significativamente o fenótipo tronco. 
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11.6 Silenciamento gênico de IKK 

 A inibição farmacológica da quinase IKK com o Composto A em células de 

PDAC, exceto por causar uma redução na expressão de NANOG, não afetou 

significativamente o fenótipo tronco-tumoral em dois modelos de enriquecimento de 

CITs. No entanto, isto não descarta o envolvimento da IKK neste fenótipo, tendo em 

vista que inibidores farmacológicos podem atuar sobre outros alvos (efeitos “off-

target”), podendo, desta forma, afetar vias independentes que atuem para, por 

exemplo, contrabalançar os efeitos da inibição de IKK sobre o fenótipo tronco-tumoral. 

Ademais, a inibição farmacológica afeta a capacidade catalítica da IKK, mas não 

funções independentes da atividade de quinase, que podem ser importantes para 

mediar sua ação sobre CITs.  

Portanto, para melhor caracterizar o papel da IKK sobre o fenótipo tronco-

tumoral, nós resolvemos usar uma abordagem alternativa para inibição da IKK, mais 

especificamente, a inibição da sua expressão por abordagens envolvendo interferência 

de RNA. Uma abordagem utilizada foi gerar células com a expressão induzível de um 

shRNA (do inglês, “short hairpin RNA”) para IKK a partir do vetor pTRIPz (ver 

métodos), que já se encontrava disponível no laboratório. Para isso, procedemos com a 

infecção lentiviral das células AsPC-1, seguida da seleção de clones estáveis 

resistentes à puromicina. Em seguida, tratamos separadamente cada clone com 

doxiciclina para induzir a expressão do shRNA de interesse e avaliar o nível de inibição 

de expressão da IKK atingido em cada clone. Esta análise nos permitiu identificar dois 

clones, IB11 e IB120, que apresentaram redução de 34% e 79% respectivamente na 

expressão proteica de IKK (Fig. 32). Infelizmente, não pudemos usar o clone IB120 

nos ensaios subsequentes de tumoresferas porque este apresentou persistente 

contaminação por leveduras, mesmo nos estoques, e o tratamento que com 

Anfotericina B comprometeu bastante as células deste clone. 
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Figura 32. Clones da linhagem AsPC-1 com expressão induzível por doxiciclina de um shRNA 
para IKK apresentam redução na expressão proteica de IKK. Após a seleção clonal das células 
AsPC-1 transduzidas com vetor lentiviral pTRIPz para expressão induzível de um shRNA para IKK 
(AsPC-1-shIKK), os clones foram expandidos separadamente e tratados ou não com 1μg/ml de 
doxiciclina (Doxi) por 4 dias, seguido do preparo de extratos de proteína total. A expressão de IKK foi 
avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas relativas à IKK foram 
normalizadas pelo controle endógeno (-tubulina) e a quantificação relativa das bandas foi feita em 
relação à amostra referência em cada caso (sem Doxi) usando o software ImageJ. 

Após a seleção de clones com inibição induzível por doxiciclina da expressão de 

IKK, nós avaliarmos como esta inibição afeta a capacidade de formação de 

tumoresferas. Pela razão relatada acima, usamos o clone IB11 nestes experimentos. 

Inesperadamente pudemos observar que o indutor doxiciclina é capaz de impactar 

significativamente a capacidade destas células de formarem tumoresferas, uma vez 

que células AsPC-1 controle expressando um shRNA sem alvos conhecidos (shCTRL) 

apresentaram uma redução de mais de 60% no número de tumoresferas formadas na 

presença de doxiciclina. Entretanto, as células AsPC-1 expressando o shRNA para 

IKK apresentaram uma redução ainda mais expressiva de 87%. Quando comparamos 

as células shCTRL com as células shIKKβ na presença de doxiciclina, observamos que 

a inibição de IKK leva a uma redução de mais de 50% na quantidade de tumoresferas 

formadas (Fig. 33-A). 
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Figura 33. A inibição induzível da expressão de IKK por interferência de RNA com shRNA em 
células AsPC-1 reduz a formação de tumoresferas. As células oriundas do clone IB11 expressando 
induzívelmente um shRNA para IKK (shIKK) ou células AsPC-1 expressando induzivelmente um 
shRNA controle (shCTRL) foram tratadas com 1μg/ml de doxiciclina (Doxi) por 48h e em seguida 
plaqueadas em placas anti aderentes para formação de tumoresferas. A doxiciclina foi adicionada no 
primeiro dia da cultura com reposição a cada 5 dias e o número de tumoresferas formadas foi contado 
após 14 dias. (A) Os dois gráficos da esquerda representam a porcentagem de tumoresferas formadas 
na presença de indução (com Doxi) relativamente ao controle (sem Doxi). O gráfico da direita representa 
a porcentagem de tumoresferas formadas nas células AsPC-1-shIKK relativamente às células AsPC-1-
shCTRL, ambas na presença de doxiciclina (com Doxi). Em todos os casos, os gráficos de barras 
representam a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância 
estatística foi avaliada através do teste Student-t (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). (B) Imagens de campo 
claro (“brightfield”) representativas das tumoresferas formadas em cada caso. 

Para corroborar estes resultados com RNAs de interferência distintos para IKK, 

nós transfectamos as células AsPC-1 com uma mistura (“smartpool”) de 5 siRNAs (do 

inglês, “small interfering RNAs”) para IKK. Comparado às células AsPC-1 

transfectadas com o siRNA controle, as células transfectadas com os siRNAs para 

IKK apresentaram uma redução de 82% nos níveis proteicos de IKK (Fig. 34-A). 

Esta redução foi acompanhada por uma redução de 47% no número de tumoresferas 
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formadas (Fig. 34-B), confirmando que a inibição da expressão de IKK interfere nas 

propriedades tronco-tumorais das células, reduzindo a proporção de CITs capazes de 

formar tumoresferas. 

 

Figura 34. A inibição da expressão de IKK por interferência de RNA com siRNAs em células 
AsPC-1 reduz a formação de tumoresferas. As células AsPC-1 foram transfectadas com 50ηM do 
smartpool siRNA para IKK (siIKK) ou siRNA controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, após 96h, foi 
obtido o extrato proteico de parte das células, sendo que a outra parte foi plaqueada para formação de 
tumoresferas. (A) A expressão de IKK foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. As 
bandas proteicas relativas à IKK foram normalizadas pelo controle endógeno (-tubulina) e a 
quantificação relativa das bandas foi feita em relação à amostra referência (siCTRL) usando ImageJ. (B) 
O número de tumoresferas formadas foi determinado após 14 dias de cultura. O gráfico representa a 
média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. A significância estatística foi avaliada 
através do teste Student-t (*p<0,05). (C) Imagens de campo claro (“brightfield”) representativas das 
tumoresferas formadas. 

11.7 A inibição de IKK reduz a migração e invasão celular diminuindo a 
transição epitélio-mesenquimal 

Como as CITs são consideradas responsáveis pela disseminação metastática 

(CELIÀ-TERRASSA; JOLLY, 2020; STEINBICHLER et al., 2020), e como a IKK reduz 

o fenótipo tronco-tumoral em células tumorais pancreáticas, nós hipotetizamos que a 

inibição de IKK iria afetar paralelamente outras propriedades malignas relacionadas à 

capacidade metastática. Para testar esta hipótese, nós avaliamos os efeitos da inibição 

da IKK sobre a capacidade migratória e invasiva das células tumorais de PDAC, uma 
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vez que a aquisição de capacidade migratória e invasiva é uma característica 

importante para a disseminação metastática.  

Usando os dois modelos anteriores de inibição da expressão de IKK por 

interferência de RNA, pudemos observar que a inibição de de IKK nas células AsPC-

1, tanto por transfecção com uma mistura de siRNAs para IKK (Fig. 35-A e C), quanto 

por indução da expressão de um shRNA para IKK por doxiciclina (Fig. 35-B), resultou 

em uma expressiva redução na migração celular, de 48-95% dependendo do modelo e 

clone analisado. Corroborando a importância de IKK para a metástase, as reduções 

observadas na migração celular parecem dependentes do nível de inibição de IKK, 

sendo maior (aproximadamente 80% em relação ao siCTRL) no modelo de transfecção 

com siRNAs, que também apresentou a maior redução na nos níveis proteicos de IKK 

(redução de 92%). Além disso, no ensaio de invasão com as células transfectadas com 

siRNA (Fig. 35-C), obtivemos uma redução de aproximadamente 1/3 na área invadida 

por células com knockdown de IKK em relação as células siCTRL.  

 Levando em consideração a diminuição na capacidade migratória e invasiva das 

células após a inibição da expressão de IKK, também investigamos a expressão de 

genes associados à transição epitélio-mesenquimal (Fig. 36). Esse processo envolve a 

perda das adesões célula-célula por parte das células epiteliais e a aquisição de 

características mesenquimais, que conferem maior motilidade e capacidade invasiva, 

importantes para a geração de metástases (HEERBOTH et al., 2015; MITTAL, 2018). 

Como resultado principal, pudemos observar que a redução de IKK gerou um 

aumento na expressão relativa do marcador epitelial E-caderina concomitantemente à 

redução do marcador mesenquimal N-caderina, indicando assim que IKK tem papel 

importante na aquisição de um fenótipo mais mesenquimal pelas células de PDAC e 

corroborando o observado na Figura 35, em que a redução de IKK diminui a de 

migração e invasão das células AsPC-1. 
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Figura 35. A inibição de IKK por interferência de RNA reduz a migração e invasão celular. (A e C) 
As células AsPC-1 foram transfectadas com 50ηM do smartpool siRNA para IKK (siIKK) ou siRNA 
controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, após 96h, foi obtido o extrato proteico de parte das células, 
sendo que a outra parte foi plaqueada para os ensaios de migração. (B) As células oriundas de 2 clones 
expressando induzívelmente um shRNA para IKK (IB11 e IB120) ou células AsPC-1 expressando 
induzivelmente um shRNA controle (C1) foram tratadas com 1μg/ml de doxiciclina (Doxi). Após por 96h, 
foi obtido o extrato proteico de parte das células, sendo que a outra parte foi plaqueada para os ensaios 
de migração. (A e B, Painel superior) A expressão de IKK foi avaliada por western blotting com os 
anticorpos indicados. As bandas proteicas relativas a IKK foram normalizadas pelo pelo controle 
endógeno (-tubulina) e a quantificação relativa das bandas foi feita em relação à amostra referência 
(siCTRL em A e C1 em B) usando o software ImageJ. (A a C) As células foram submetidas ao ensaio de 
migração ou invasão “transwell” e, após 24h e 48h respectivamente, as células que migraram ou 
invadiram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. (Esquerda em A, B e C) Quantificação da 
área ocupada por células migratórias/invasivas. 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 siIKK (A e C) ou One-way ANOVA comparando os grupos C1, 
IB11 e IB120 (B), onde *** p < 0,001 e **** p < 0,0001. (Direita em A, B e C) Imagens representativas de 
3 experimentos independentes. 
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Figura 36. A inibição de IKK por interferência de RNA afeta a expressão de genes envolvidos na 
transição epitelial-mesenquimal (EMT). As células AsPC-1 foram transfectadas com 50ηM do 
smartpool siRNA para IKK (siIKK) ou siRNA controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, após 96h, a 
expressão dos genes indicados foi analisada por RT-qPCR (método ΔΔCt) usando HBMS como controle 
endógeno para normalização. Em todos os casos, os gráficos de barras representam a média ± 1 desvio 
padrão (SD). A significância estatística foi avaliada através do teste Student-t (*p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 e **** p < 0,0001) comparando os grupos siCtrl e siIKKβ. 

Com relação aos demais marcadores mesenquimais, obtivemos resultados 

constrastantes para os dois principais fatores de transcrição que medeiam a transição 

epitélio-mesenquimal, com a redução na expressão relativa de Snail e um aumento 

mais significativo de Slug, acompanhado de um aumento na expressão relativa de 

vimentina, filamento intermediário associado à motilidade celular 

(GEORGAKOPOULOS-SOARES et al., 2020; USMAN et al., 2021). Assim, embora as 

células com inibição de IKK apresentem redução da capacidade migratória e invasiva, 

não podemos afirmar que esta redução se deva a uma inibição da transição epitelial-

mesenquimal (EMT), já que nem todos os marcadores de EMT analisados apresentam 

uma alteração de expressão coerente com a inibição do fenótipo mesenquimal. 

Tendo em vista que a inibição farmacológica de IKK com o Composto A não 

afetou o fenótipo tronco-tumoral, enquanto a inibição da sua expressão por 

interferência de RNA reduziu este fenótipo, nós nos perguntamos se a inibição da 

migração celular também seguiria o mesmo padrão. A estratégia inicial era usar o 

Composto A nestes ensaios, mas ao descongelarmos e testarmos uma nova alíquota 

deste inibidor, verificamos que o mesmo não inibiu a atividade de IKK, medida através 

da fosforilação da subunidade p65 do NF-B (Fig. 36). Neste momento resolvemos 

adquirir um inibidor diferente da IKK, o TPCA-1, pois o uso de um inibidor diferente 
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nos permitiria determinar se a redução na migração observada com inibição da 

expressão de IKK é dependente ou não da atividade quinase desta proteína.  

 

Figura 37. Uma nova alíquota do Composto A não inibe a fosforilação de alvos da IKK. As células 
AsPC-1 foram tratadas com o inibidor farmacológico da IKK (Composto A) nas concentrações indicadas 
ou volume idêntico do veículo dimetilsulfóxido (DMSO) por 30min, seguido da preparação de extratos 
proteicos. A inibição da atividade de IKK foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. 
As bandas proteicas relativas a Fosfo-p65 foram normalizadas pelo p65 total, este já normalizado pelo 
controle endógeno (-tubulina) e a quantificação relativa das bandas foi feita em relação à amostra 
referência (DMSO) usando o software ImageJ. 

Primeiro, testamos a atividade do inibidor TPCA-1 e determinamos que o mesmo 

na concentração de 8µM inibiu efetivamente a fosforilação de p65 no resíduo 536, que 

é alvo da IKK (Fig. 38-A). Interessantemente, o TPCA-1 parece ser um inibidor mais 

efetivo da IKK do que o Composto A, promovendo uma redução maior e mais 

duradoura da fosforilação do substrato p65 (62% em 24h) do que a redução observada 

na fosforilação do substrato IB pelo composto A (45% em 30 minutos) (Figs. 38 e 

22, respectivamente). Além disso, o TPCA-1 reduziu em cerca de 39% a capacidade 

migratória (equivalente a redução de 11.67% na área ocupada) das células AsPC-1 

(Fig. 38-B), indicando que a atividade de quinase da IKK participa do seu mecanismo 

pró-migratório. 
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Figura 38. A inibição farmacológica de IKK com TPCA-1 reduz a migração celular. As células 
AsPC-1 foram tratadas com o inibidor farmacológico da IKK (TPCA-1) na concentração de 8μM ou 
volume idêntico do veículo dimetilsulfóxido (DMSO). (A) Extratos proteicos foram preparados nos tempos 
indicados e a inibição da atividade de IKK foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. 
As bandas proteicas relativas a Fosfo-p65 foram normalizadas pelo p65 total, este já normalizado pelo 
controle endógeno (-tubulina) e a quantificação relativa das bandas foi feita em relação à amostra 
referência (DMSO) usando o software ImageJ. As imagens mostradas são representativas de 2 
experimentos independentes. (B) As células foram submetidas ao ensaio de migração “transwell” após 
24h de tratamento com o inibidor TPCA-1 e as células que migraram foram coradas com cristal violeta e 
quantificadas. Esquerda) Quantificação da área ocupada por células migratórias. O gráfico de barras 
representa a média ± 1 desvio padrão (SD) de 3 experimentos independentes. As análises estatísticas 
foram realizadas através teste student-t (**p<0,01) comparando os grupos DMSO e TPCA-1. Direita) 
Imagens representativas de 3 experimentos independentes.  

Quando avaliados em conjunto, os resultados deste capítulo indicam que a 

quinase IKK promove o fenótipo tronco-tumoral e migratório/invasivo em PDAC e 

sugerem a inibição efetiva desta quinase como uma abordagem adjuvante promissora 

para a terapia de PDAC, podendo diminuir a proporção de CITs migratórias e 

impactando, desta forma, a disseminação metastática e a sobrevida dos pacientes. 
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12. DISCUSSÃO 

O adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC), que representa mais de 90% dos 

tumores de pâncreas, ainda é uma doença extremamente letal, com uma sobrevida 

média de 6 meses e uma sobrevida global de 5 anos de menos de 10% (NEVALA-

PLAGEMANN; HIDALGO; GARRIDO-LAGUNA, 2020; PARK; CHAWLA; O’REILLY, 

2021). Uma razão importante para explicar a letalidade do PDAC é o comportamento 

agressivo da doença, sendo frequente a disseminação metastática, responsável por 

90% das mortes devido ao câncer e que tem, consequentemente, uma relação direta 

com um pior prognóstico (CHAFFER; WEINBERG, 2011). Interessantemente, através 

de modelagem matemática de dados radiológicos e patológicos, foi possível determinar 

que os pacientes portadores de PDAC já possuem células com capacidade metastática 

no momento do diagnóstico, mesmo quando o tumor primário ainda apresenta um 

pequeno volume (HAENO et al., 2012). Além disso, um estudo com animais 

geneticamente modificados cujas células tumorais expressavam um marcador 

fluorescente mostrou que as células tumorais entram na corrente circulatória antes 

mesmo do aparecimento de tumores histologicamente detectáveis (RHIM et al., 2012), 

corroborando a noção de que a disseminação metastática seja um evento precoce na 

evolução do PDAC. 

As alterações moleculares e funcionais que conferem a capacidade de uma 

subpopulação das células presentes na massa tumoral de invadirem a circulação e 

migrarem para sítios distantes, 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) (PATTABIRAMAN; WEINBERG, 

2014). Apesar da descoberta das CITs pancreáticas ter ocorrido em 2007, ainda não 

existe um consenso na literatura quanto a quais marcadores de superfície ou conjunto 

desses são mais eficientes ou ideais para o isolamento/detecção dessa subpopulação 

tumoral. Os dois primeiros grupos que detectaram essas células em PDAC, utilizaram 

dois modelos diferentes com análise de CITs oriundas diretamente de tumores 

propagados em camundongos, chegando a marcadores distintos: CD133+ (HERMANN 

et al., 2007) e CD24+/CD44+/ESA+ (LI, C. et al., 2007). 

No entanto, outros relatos na literatura questionam a eficiência desses 

marcadores quando explorados em linhagens de PDAC propagadas in vitro.  Por 
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exemplo, o estudo de JAISWAL et al. (2012) utilizou duas linhagens de PDAC em 

ensaios de inoculação subcutânea de 100 células com diferentes combinações para os 

marcadores CD24/CD44/ESA/SP, em camundongos atímicos (Balb/c nude). Eles 

encontraram a combinação CD24-/CD44-/ESA+/SP como a mais tumorigênica, sendo 

SP (Side population) células capazes de fazer o efluxo do corante fluorescente Hoechst 

33342, resultando em um número total de tumores/inoculações de 31/62 (50%), 

superior quando comparado com a combinação CD24+/CD44+/ESA+, que apresentou 

23/76 (30%).  

Ainda no estudo de JAISWAL et al. (2012), o grupo avaliou a porcentagem de 

células positivas para os marcadores CD24/CD44/ESA/CD133 individualmente em 

cinco linhagens de tumores pancreáticos, sendo duas delas também avaliadas por nós 

(PANC-1 e BxPC-3). Assim como em nossos resultados, foi constatada uma grande 

variabilidade na expressão desses marcadores entre as diferentes linhagens. 

Entretanto, ao compararmos nossos resultados de porcentagem de células positivas 

para esses marcadores nas linhagens PANC-1 e BxPC-3, encontramos diferenças 

significativas. Por exemplo, enquanto quase todas as células (>90%) foram positivas 

para CD44 e ESA no estudo de JAISWAL et al., nós identificamos apenas 52-64% e 

54-61%, respectivamente. Além disso, eles não detectaram células CD133+ nessas 

duas linhagens, enquanto nós encontramos 22,5% (PANC-1) e 2,5% (BxPC-3). 

Alternativamente, outro estudo realizado por KURE et al. (2012) também avaliou os 

mesmos marcadores em linhagens de tumores pancreáticos, incluindo PANC-1 e Mia 

PaCa-2. Eles também chegaram a porcentagens de células positivas bastante 

diferentes das nossas em ambas as linhagens, principalmente em relação ao marcador 

ESA. 

Essas divergências nos levam a acreditar que a expressão desses marcadores 

não é muito estável e pode ser influenciada por mecanismos ainda não totalmente 

compreendidos, como possíveis variações nas condições de cultivo, grau de 

confluência celular, número de passagens, entre outros fatores que ao nosso 

entendimento dificultam a sua utilização na identificação de CITs em linhagens 

pancreáticas propagadas in vitro por muito tempo, tendo em vista que a linhagem 

PDX8, que possivelmente por ter menor tempo de cultivo, apresentou percentuais bem 

mais altos para todos os marcadores testados (Fig. 19). Além disso, embora estes 

marcadores de superfície já tenham sido utilizados para identificar populações 



96 
 

celulares enriquecidas em CITs em PDAC e outros tumores (ATASHZAR et al., 2020; 

EUN; HAM; KIM, 2017; LI, X. et al., 2015; WALCHER et al., 2020), eles não estão 

consistentemente expressos em CITs de todos os tumores estudados, o que indica que 

subpopulações celulares com propriedades tronco-tumorais também podem ser 

heterogêneas quanto a expressão destes marcadores, o que parece ser o caso em 

PDAC. Isto é corroborado pelo fato de que outros marcadores vêm sendo reportados 

para CITs pancreáticas, como DLCK1, nestina, ALDH1, ABCG2 e CXCR4 (GZIL et al., 

2019). Esta heterogeneidade impediu a identificação de um ou alguns marcadores de 

superfície universais a serem utilizados para identificar CITs pancreáticas no nosso 

estudo e nos fez recorrer a estratégias alternativas para separar as CITs pancreáticas. 

 Uma das estratégias que resolvemos perseguir para identificar CITs 

pancreáticas envolveram uma abordagem funcional através da cultura de tumoresferas 

que sabidamente enriquece para células com propriedades tronco-tumorais 

(HERREROS-POMARES et al., 2019; LEE et al., 2016; MA et al., 2019). Porém, como 

o enriquecimento obtido com esta estratégia não é muito alto, resolvemos também 

identificar células com uma alta atividade de fatores de transcrição que promovem 

pluripotência.  Neste sentido, os fatores de transcrição OCT4 e SOX2 são apontados 

como funcionalmente atrelados às CITs, advindo do seu bem estabelecido papel na 

manutenção de pluripotência das células tronco normais e sua utilização na geração de 

células tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglês “induced pluripotente stem 

cells”) em conjunto aos demais fatores de Yamanaka (KLF-4 e c-MYC) (FATMA; 

SIDDIQUE, 2021; GZIL et al., 2019; MOHAN et al., 2021).  

Comparado com outros genes de pluripotência, diferentes estudos tem 

demonstrado que OCT4 tem expressão universal em CITs de diversos tipos de câncer, 

como mama, hepático, próstata, melanoma, osteossarcoma, ovário, pulmão e 

pancreático (WEN et al., 2010; WU et al., 2015; ZEINEDDINE et al., 2014; ZHANG, Q. 

et al., 2020), promovendo a capacidade de autorrenovação, aumento na resistência a 

quimioterápicos e maior fenótipo invasivo das células tumorais (BLISS et al., 2016; 

PATEL et al., 2012; WU et al., 2015). Similarmente, SOX2 também mostra expressão 

aumentada em diversos tipos de tumores (AL MAMUN et al., 2020), incluindo o 

pancreático (HERREROS-VILLANUEVA, M. et al., 2013), promovendo proliferação 

celular, quimiorresistência, sobrevivência celular e a transição epitélio-mesenquimal, 
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favorecendo, desta forma, o fenótipo metastático (AL MAMUN et al., 2020; 

HERREROS-VILLANUEVA, M. et al., 2013).  

Reforçando ainda mais a importância desses marcadores de pluripotência no 

fenótipo tronco tumoral, CITs de linhagens de câncer de mama obtidas por diferentes 

modelos, incluindo cultura de tumoresfera, tiveram seus perfis de expressão analisados 

por RT-qPCR de células únicas, gerando a estratificação das CITs em três subgrupos: 

CITs quiescentes, progenitoras e progenitoras-like (AKRAP et al., 2016; MOHAN et al., 

2021). Todas elas apresentaram a expressão dos genes de pluripotência OCT4, SOX2 

e NANOG, sendo a maior expressão nas CITs quiescentes e decrescendo conforme 

diferenciam-se nas progenitoras e depois em progenitoras-like, sendo que os 

marcadores de superfície associados a CITs, como CD44, tem o padrão inverso, 

passando a ser expressos em quantidade crescente na medida em que as CITs se 

diferenciam e aumentam sua capacidade proliferativa (AKRAP et al., 2016; MOHAN et 

al., 2021). 

Por se tratarem de fatores de transcrição, diferentes sistemas de expressão de 

genes repórteres contendo na região promotora motivos de ligação para esses fatores 

foram desenvolvidos visando a investigação, rastreio e purificação de CITs (ADACHI et 

al., 2018; GERRARD et al., 2005; IGLESIAS et al., 2014; TANG, B. et al., 2015). Dentre 

esses sistemas, optamos pelo SORE6-GFP capaz de avaliar a atividade transcricional 

de ambos, principalmente do SOX2 em complexo com OCT4, validado na identificação 

de CITs com maior potencial tumorigênico, metastático e quimiorresistente em câncer 

de mama (TANG, B. et al., 2015), próstata (VADDI et al., 2019) e gástrico (PÁDUA et 

al., 2020). Modificando o sistema SORE6 para expressão do gene suicida da TK 

(timidina quinase) ao invés da GFP, VADDI et al. (2019) ainda foram capazes de 

mostrar em experimentos in vivo, com linhagens celulares de câncer de próstata, a 

importância de células com atividade transcricional de SOX2/OCT4 não só no início da 

tumorigênese, mas também na progressão de tumores já formados e na 

quimiorresistência dos mesmos, uma vez que a eliminação das células SORE6-TK+ 

pelo tratamento com ganciclovir levou a um bloqueio no desenvolvimento dos tumores 

em animais xenotransplantados e a um aumento na eficácia no tratamento com 

Docetaxel.  
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Para o câncer de pâncreas, o único relato na literatura com o sistema SORE6-

GFP é o trabalho de SMIGIEL et al. (2017), que utilizou esse modelo apenas para 

mostrar um aumento de células GFP-positivas (CITs) numa linhagem de PDAC após o 

tratamento com oncostatina M, não avaliando funcionalmente ou diferencialmente as 

células positivas e negativas. Neste trabalho, apesar de ainda não termos realizado 

validação in vivo do potencial tumorigênico das com células tumorais pancreáticas 

SORE6-GFP-positvas (ensaio padrão ouro para CITs), nossos resultados in vitro 

mostram-se promissores na identificação e isolamento de CITs, visto que as células 

GFP-positivas foram capazes de formar maior número de tumoresferas e mostraram 

maior capacidade migratória em comparação às negativas. O uso das células SORE6-

GFP também possibilitou contornarmos a utilização de grandes quantidades de 

anticorpos para os marcadores de superfície e assim levarmos para a separação 

celular um maior número de células totais, visto que CITs compreendem uma 

subpopulação minoritária.  

 Uma ampla gama de papéis é atribuída às CITs, incluindo a formação do tumor, 

recorrência tumoral, invasão e formação de metástases em diversos tipos de câncer 

humanos (ATASHZAR et al., 2020; KUŞOĞLU; BIRAY AVCI, 2019). Dentre as várias 

vias imbricadas com essas propriedades, a via do NF-B se destaca como uma das 

mais intensamente investigadas (KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; RINKENBAUGH; 

BALDWIN, 2016). O NF-B possui diversos genes alvos envolvidos em diversas 

funções, incluindo genes que promovem a transição epitelial-mesenquimal (EMT), que 

tem um papel proeminente na regulação das células iniciadoras de tumores 

(KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; MIN et al., 2008). Nesse contexto, o NF-B tem papel 

chave no controle da transcrição de genes como SNAIL, SLUG, ZEB1, ZEB2 e Twist, 

que reprimem o fenótipo epitelial e promovem fenótipo mesenquimal, estando 

diretamente ligados à invasão e à agressividade do câncer, além de correlacionarem-

se com menor sobrevida dos pacientes (KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; MIN et al., 

2008). Como a principal via para a ativação do NF-B (via canônica) depende da 

quinase IKK (BASSÈRES, D S; BALDWIN, 2006), nós hipotetizamos que a IKK seria 

importante para as características tronco-tumorais e metastáticas em PDAC. De fato, a 

própria IKK já foi implicada na plasticidade celular de diferentes cânceres (GÖKTUNA; 

DIAMANTI; CHAU, 2018), promovendo o fenótipo tronco-tumoral e metastático, por 

meio da transição epitélio-mesenquimal (EMT), em tumores, como mama (CHEN, C. et 
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al., 2015; LIU, MANRAN et al., 2010; MAGLIOZZI et al., 2013), colorretal 

(SCHWITALLA; FINGERLE; et al., 2013; SCHWITALLA; ZIEGLER; et al., 2013) e 

pulmão (RODRIGUES et al., 2020).  

Condizente com a nossa hipótese, os nossos resultados mostraram que a 

quinase IKK regula propriedades associadas ao processo metastático em PDAC, visto 

que sua inibição por RNA de interferência ou farmacológica reduziram 

significativamente a capacidade migratória e invasiva destas células. Apesar da 

participação da IKK na metástase de PDAC ainda ser pouco explorada na literatura, 

em linhagens de câncer de mama sua relevância no processo metastático já foi 

demonstrada por meio de experimentos independentes em camundongos, com 

inoculação ortotópica das células tumorais e nos quais a administração oral de dois 

inibidores distintos desta quinase (BI-5700 e IMD-0354) resultaram em expressivas 

reduções de metástases pulmonares (CHEN, C. et al., 2015; HUBER et al., 2010). 

Complementarmente, a IKK mostra-se importante na EMT de células tumorais de 

mama, nas quais a superexpressão de IKK gera a redução de E-caderina (marcador 

epitelial), aumento de Vimentina (marcador mesenquimal) e alteração morfológica 

mesenquimal (fusiforme) em ensaios in vitro, mesmo na ausência de indução por TGF-

, sendo o efeito aumentado na presença desse indutor de EMT (HUBER et al., 2004), 

assim como a inibição farmacológica de IKK é capaz de inibir/atenuar a EMT in vitro e 

in vivo, observando-se em ambos o aumento de marcação para E-caderina e redução 

de fibronectina (outro marcador mesenquimal) em comparação aos controles não 

tratados (HUBER et al., 2010). Similarmente, nós observamos que o silenciamento da 

expressão da IKK por interferência de RNA em PDAC, também causou um aumento 

na expressão do marcador epitelial E-caderina e uma redução na expressão dos 

marcadores mesenquimais Snail e N-caderina, enfatizando a importância da via 

IKK/NF-B no EMT e fenótipo invasivo. Entretanto, nestas mesmas análises 

observamos um aumento na expressão de Vimentina e Slug, que também são 

marcadores mesenquimais, indicando a possibilidade de que a IKK possa ter um 

efeito parcial sobre a EMT em PDAC, talvez iniciando o processo, sendo necessário 

outros fatores para que a transição se complete.  

Além dos efeitos sobre o fenótipo migratório e EMT, observamos também que a 

inibição de IKK  por interferência de RNA afetou propriedades funcionais de CITs, 
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levando à diminuição na formação de tumoresferas in vitro, característica que está 

correlacionada com a capacidade tumorigênica (WEISWALD; BELLET; DANGLES-

MARIE, 2015). Interessantemente, CHEN et al. (2015) mostraram que a inibição 

farmacológica de IKK com IMD-0354, além de diminuir a capacidade metastática de 

células tumorais de mama, também reduziu a capacidade de formação de 

tumoresferas, de células positivas para o marcador ALDH e da expressão dos genes 

de células tronco SOX2, OCT4 e NANOG. Comparativamente, nosso grupo mostrou 

resultados semelhantes em linhagens de adenocarcinoma pulmonar com a inibição de 

IKK, por siRNA e farmacológica (Composto A), também resultando na redução de 

formação de tumoresferas e na expressão dos mesmos genes de células tronco 

(RODRIGUES et al., 2020). Apesar das observações desses estudos anteriores, não 

observamos o mesmo efeito com a inibição farmacológica de IKK (Composto A) nas 

linhagens de PDAC, a qual não gerou alterações no número de tumoresferas formadas 

e nem mesmo alterou o percentual de células GFP positivas no modelo SORE6-GFP 

com a célula AsPC-1.  

Já quanto as discrepâncias observadas entre o silenciamento da expressão da 

IKK por interferência de RNA (mais efetivo) e a sua inibição farmacológica nos nosso 

resultados, não encontramos dados na literatura que corroborem ou possam explicar, 

mas, ao nosso ver, estas discrepâncias podem ser explicadas por duas hipóteses 

possíveis e não excludentes: 1) Os inibidores utilizados, apesar de seletivos para IKK, 

são do tipo ATP-competivos, permitindo ainda atividades residuais da quinase ao longo 

dos ensaios, visto que ainda detectamos fosfo-P65 no tratamento com TPCA-1 e fosfo-

IB nas amostras tratadas com o Composto A; 2) A inibição farmacológica de IKK 

não deve comprometer formação do complexo IKK, o qual apesar de funcionalmente 

comprometido pela inibição da sua principal unidade catalítica (IKK) ainda seria capaz 

de desempenhar parcialmente suas ações por meio da atividade catalítica da IKK, o 

que pode não acontecer no knockdown de IKK, sem o qual não haveria a estruturação 

do complexo IKK. Neste sentido, não podemos excluir a possibilidade de que o efeito 

da IKK sobre as propriedades tronco-tumorais possa ser independente da sua 

atividade de quinase, levantando a possibilidade de que novas estratégias, além da 

inibição farmacológica da atividade de quinase, tenham que ser desenvolvidas ao se 

explorar a IKK como alvo terapêutico anti-metastático. 
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13. CONCLUSÕES 

1. O modelo SORE6-GFP é um modelo promissor para seleção/identificação de 

CITs pancreáticas, já que as células GFP-positivas apresentam expressão 

aumentada dos fatores de pluripotência OCT4 e NANOG e possuem uma maior 

capacidade de formar tumoresferas e maior capacidade migratória em relação 

às células GFP-negativas; 

2. Embora a inibição farmacológica de IKK tenha afetado a expressão de 

NANOG, ela foi ineficaz de interferir no fenótipo das CITs, sem alterar a 

formação de tumoresferas ou alterando transitoriamente a população SORE6-

GFP-positiva, indicando uma baixa seletividade pelas CITs. 

3. Por outro lado, a inibição da expressão de IKK por interferência de RNA 

reduziu significativamente a formação de tumoresferas, corroborando a 

importância da IKK para a biologia das CITs pancreáticas, mesmo que 

independentemente da sua atividade de quinase. 

4. Tanto a inibição farmacológica com TPCA-1, quanto a inibição da expressão de 

IKK por interferência de RNA foram capazes de reduzir a capacidade 

migratória de células de PDAC, sendo que a inibição por interferência de RNA 

reduziu também a capacidade invasiva. Estas alterações funcionais foram 

acompanhadas por alterações de expressão gênica sugestivas de uma 

diminuição no programa de transição epitelial-mesenquimal. 

5. Em conjunto estes resultados apoiam a nossa hipótese de que a IKK promove 

o fenótipo tronco-tumoral e metastático e sugere que esta quinase seja um bom 

alvo terapêutico anti-metastático a ser explorado em PDAC através de 

estratégias que, não só inibam a atividade catalítica desta quinase, mas 

também que reduzam a sua abundância celular. 
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Anexo 1 – Sequência completa do 3’UTR de PTEN humana com os insertos 
clonados 

LEGENDA: 

Sítios dectados para:    miR-494-3p    miR-221-3p  miR-205-5p   miR-19b-3p    miR-21-5p 

                          miR-29a/b-3p                 Primers da clonagem                Insertos clonados 

Sequência completa do 3’UTR de PTEN humana (~6.4 kb) 

ATTTTTTTTTATCAAGAGGGATAAAACACCATGAAAATAAACTTGAATAAACTGAAAATGGACCTTTTTTTT
TTTAATGGCAATAGGACATTGTGTCAGATTACCAGTTATAGGAACAATTCTCTTTTCCTGACCAATCTTGT
TTTACCCTATACATCCACAGGGTTTTGACACTTGTTGTCCAGTTGAAAAAAGGTTGTGTAGCTGTGTCAT
GTATATACCTTTTTGTGTCAAAAGGACATTTAAAATTCAATTAGGATTAATAAAGATGGCACTTTCCCGTT
TTATTCCAGTTTTATAAAAAGTGGAGACAGACTGATGTGTATACGTAGGAATTTTTTCCTTTTGTGTTCTG
TCACCAACTGAAGTGGCTAAAGAGCTTTGTGATATACTGGTTCACATCCTACCCCTTTGCACTTGTGGCA
ACAGATAAGTTTGCAGTTGGCTAAGAGAGGTTTCCGAAGGGTTTTGCTACATTCTAATGCATGTATTCGG
GTTAGGGGAATGGAGGGAATGCTCAGAAAGGAAATAATTTTATGCTGGACTCTGGACCATATACCATCT
CCAGCTATTTACACACACCTTTCTTTAGCATGCTACAGTTATTAATCTGGACATTCGAGGAATTGGCCGC
TGTCACTGCTTGTTGTTTGCGCATTTTTTTTTAAAGCATATTGGTGCTAGAAAAGGCAGCTAAAGGAAGT
GAATCTGTATTGGGGTACAGGAATGAACCTTCTGCAACATCTTAAGATCCACAAATGAAGGGATATAAA
AATAATGTCATAGGTAAGAAACACAGCAACAATGACTTAACCATATAAATGTGGAGGCTATCAACAAAG
AATGGGCTTGAAACATTATAAAAATTGACAATGATTTATTAAATATGTTTTCTCAATTGTAACGACTTCTCC
ATCTCCTGTGTAATCAAGGCCAGTGCTAAAATTCAGATGCTGTTAGTACCTACATCAGTCAACAACTTAC
ACTTATTTTACTAGTTTTCAATCATAATACCTGCTGTGGATGCTTCATGTGCTGCCTGCAAGCTTCTTTTT
TCTCATTAAATATAAAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATTTTCAATTTGAGATTCTACAGTAAGCGTTTT
TTTTCTTTGAAGATTTATGATGCACTTATTCAATAGCTGTCAGCCGTTCCACCCTTTTGACCTTACACATT
CTATTACAATGAATTTTGCAGTTTTGCACATTTTTTAAATGTCATTAACTGTTAGGGAATTTTACTTGAATA
CTGAATACATATAATGTTTATATTAAAAAGGACATTTGTGTTAAAAAGGAAATTAGAGTTGCAGTAAACTT
TCAATGCTGCACACAAAAAAAAGACATTTGATTTTTCAGTAGAAATTGTCCTACATGTGCTTTATTGATTT
GCTATTGAAAGAATAGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATGTGCAGTGTTGAATCATTTCTT
CATAGTGCTCCCCCGAGTTGGGACTAGGGCTTCAATTTCACTTCTTAAAAAAAATCATCATATATTTGATA
TGCCCAGACTGCATACGATTTTAAGCGGAGTACAACTACTATTGTAAAGCTAATGTGAAGATATTATTAA
AAAGGTTTTTTTTTCCAGAAATTTGGTGTCTTCAAATTATACCTTCACCTTGACATTTGAATATCCAGCCAT
TTTGTTTCTTAATGGTATAAAATTCCATTTTCAATAACTTATTGGTGCTGAAATTGTTCACTAGCTGTGGT
CTGACCTAGTTAATTTACAAATACAGATTGAATAGGACCTACTAGAGCAGCATTTATAGAGTTTGATGGC
AAATAGATTAGGCAGAACTTCATCTAAAATATTCTTAGTAAATAATGTTGACACGTTTTCCATACCTTGTC
AGTTTCATTCAACAATTTTTAAATTTTTAACAAAGCTCTTAGGATTTACACATTTATATTTAAACATTGATAT
ATAGAGTATTGATTGATTGCTCATAAGTTAAATTGGTAAAGTTAGAGACAACTATTCTAACACCTCACCAT
TGAAATTTATATGCCACCTTGTCTTTCATAAAAGCTGAAAATTGTTACCTAAAATGAAAATCAACTTCATGT
TTTGAAGATAGTTATAAATATTGTTCTTTGTTACAATTTCGGGCACCGCATATTAAAACGTAACTTTATTG
TTCCAATATGTAACATGGAGGGCCAGGTCATAAATAATGACATTATAATGGGCTTTTGCACTGTTATTAT
TTTTCCTTTGGAATGTGAAGGTCTGAATGAGGGTTTTGATTTTGAATGTTTCAATGTTTTTGAGAAGCCTT
GCTTACATTTTATGGTGTAGTCATTGGAAATGGAAAAATGGCATTATATATATTATATATATAAATATATAT
TATACATACTCTCCTTACTTTATTTCAGTTACCATCCCCATAGAATTTGACAAGAATTGCTATGACTGAAA
GGTTTTCGAGTCCTAATTAAAACTTTATTTATGGCAGTATTCATAATTAGCCTGAAATGCATTCTGTAGGT
AATCTCTGAGTTTCTGGAATATTTTCTTAGACTTTTTGGATGTGCAGCAGCTTACATGTCTGAAGTTACTT
GAAGGCATCACTTTTAAGAAAGCTTACAGTTGGGCCCTGTACCATCCCAAGTCCTTTGTAGCTCCTCTTG
AACATGTTTGCCATACTTTTAAAAGGGTAGTTGAATAAATAGCATCACCATTCTTTGCTGTGGCACAGGT
TATAAACTTAAGTGGAGTTTACCGGCAGCATCAAATGTTTCAGCTTTAAAAAATAAAAGTAGGGTACAAG
TTTAATGTTTAGTTCTAGAAATTTTGTGCAATATGTTCATAACGATGGCTGTGGTTGCCACAAAGTGCCT
CGTTTACCTTTAAATACTGTTAATGTGTCATGCATGCAGATGGAAGGGGTGGAACTGTGCACTAAAGTG
GGGGCTTTAACTGTAGTATTTGGCAGAGTTGCCTTCTACCTGCCAGTTCAAAAGTTCAACCTGTTTTCAT
ATAGAATATATATACTAAAAAATTTCAGTCTGTTAAACAGCCTTACTCTGATTCAGCCTCTTCAGATACTC
TTGTGCTGTGCAGCAGTGGCTCTGTGTGTAAATGCTATGCACTGAGGATACACAAAAATACCAATATGAT
GTGTACAGGATAATGCCTCATCCCAATCAGATGTCCATTTGTTATTGTGTTTGTTAACAACCCTTTATCTC
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TTAGTGTTATAAACTCCACTTAAAACTGATTAAAGTCTCATTCTTGTCATTGTGTGGGTGTTTTATTAAATG
AGAGTTTATAATTCAAATTGCTTAAGTCCATTGAAGTTTTAATTAATGGGCAGCCAAATGTGAATACAAAG
TTTTCAGTTTTTTTTTTTCCTGCTGTCCTTCAAAGCCTACTGTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACATGGC
CTGAGAGTAGAGTATCTGTCTACTCATGTTTAATTAAGGAAAAACACTTATTTTTAGGGCTTTAGTCATCA
CTTCATAAATTGTATAAGCACATTAAATAGCGTTCTAGTCCTGAAAAAGTCCAAGATTCTTAGAAAATTGT
GCATATTTTTATTATGACAGATGTTTGAAGATAATTCCCCAGAATGGATTTGATACTTTAGATTTCAATTTT
GTGGCTTTTGTCTATTATTCTGTACTCTGCCATCAGCATATGGAAAGCTTCATTTACTCATCATGACTTGT
GCCATATAAAAATTGATATTTCGGAATAGTCTAAAGGACTTTTTGTACTTGAATTTAATCATGTTGTTTCTA
ATATTCTTAAAAGCTTGAAGACTAAAGCATATCCTTTCAACAAAGCATAGTAAGGTAATAAGAAAGTGTAG
TTTGTACAAGTGTTAAAAAAATAAAGTAGACAATGTTACAGTGGGACTTATTATTTCAAGTTTACATTTTCT
CCATGTAATTTTTTAAAAAGTAAATGAAAAAATGTGCAATAATGTAAAATATGAAGTGTATGTGTACACAC
ATTTTATTTTTCGGTATCTTGGGTATACGTATGGTTGAAAACTATACTGGAGTCTAAAAGTATTCTAATTTA
TAAGAAGACATTTTGGTGATGTTTGAAAAATAGAAATGTGCTAGTTTTGTTTTTATATCATGTCCTTTGTA
CGTTGTAATATGAGCTGGCTTGGTTCAGTAAATGCCATCACCATTTCCATTGAGAATTTAAAACTCACCA
GTGTTTAATATGCAGGCTTCCAAAGGCTTATGAAAAAAATCAAGACCCTTAAATCTAGTTAATTTGCTGCT
AACATGAAACTCTTTGGTTCTTTTATTTTTGCCAGATAATTAGACACACATCTAAAGCTTAGTCTTAAATG
GCTTAAGTGTAgctATTGATTAGTGCTGTTGCTAGTTCAGAAAGAAATGTTTGTGAATGGAAACAAGAATA
TTCAGTCCAAACTGTTGTAAGGACAGTACCTGAAAACCAGGAAACAGGATAATGGAAAAAGTCTTTTAAA
GATGAAATGTTGGAGCCAACTTTCTTATAGAATTAATTGTATGTGGCTATAGAAAGCCTAATGATTGTTGC
TTATTTTTGAGAGCATATTATTCTTTTATGACCATAATCTTGCTGTTTTTCCATCTTCCAAAAGATCTTCCT
TCTAATATGTATATCAGAATGTGGGTAGCCAGTCAGACAAATTCATATTGGTTGGTAGCTTTAAAAAGTTT
GTAATGTGAAGACAGGAAAGGACAAAATAGTTTGCTTTGGTGGTAGTACTCTGGTTGTTAAGCTAGGTA
TTTTGAGACTACTTCCCCATCACAACAACAATAAAATAATCACTCATAATCCTATCACCTGGAGACATAG
CCATCGTTAATATGTTAGTGACTATACAATCATGTTTTCTTCTGTATATCCATGTATATTCTTTAAAAATGA
AATTTATACTGTACCTGATCTCAAAGCTTTTTAGCTTAGTATATCTGTCATGAATTTGTAGGATGTTCCATT
GCATCAGAAAACGGACAGTGATTTGATTACTTTCTAATGCCACAGATGCAGATTACATGTAGTTATTGAG
AATCCTTTCGAATTCAGTGGCTTAATCATGAATGTCTAAATATTGTTGACATTAGGATGATACATGTAAAT
TAAAGTTACATTTGTTTAGCATAGACAAGCTTAACATTGTAGATGTTTCTCTTCAAAAATCATCTTAAACA
TTTGCATTTGGAATTGTGTTAAATAGAATGTGTGAAACACTGTATTAGTAAACTTCATCACCTTTCTACTT
CCTTATAGTTTGAACTTTTCAGTTTTTGTAGTTCCCAAACAGTTGCTCAATTTAGAGCAAATTAATTTAACA
CCTGCCAAAAAAAGGCTGCTGTTGGCTTATCAGTTGTCTTTAAATTCAAATGCTCATGTGACTTTTATCAC
ATCAAAAAATATTTCATTAATGATTCACCTTTAGCTCTGAAAATTACCGCGTTTAGTAATTATAGTGGGCT
TATAAAAACATGCAACTCTTTTTGATAGTTATTTGAGAATTTTGGTGAAAAATATTTAGCTGAGGGCAGTA
TAGAACTTATAAACCAATATATTGATATTTTTAAAACATTTTTACATATAAGTAAACTGCCATCTTTGAGCA
TAACTACATTTAAAAATAAAGCTGCATATTTTTAAATCAAGTGTTTAACAAGAATTTATATTTTTTATTTTTT
AAAATTAAAAATAATTTATATTTCCTCTGTTGCATGAGGATTCTCATCTGTGCTTATAATGGTTAGAGATTT
TATTTGTGTGGAATGAAGTGAGGCTTGTAGTCATGGTTCTAGTGTTTCAGTTTGCCAAGTCTGTTTACTG
CAGTGAAATTCATCAAATGTTTCAGTGTGGTTTTCTGTAGCCTATCATTTACTGGCTATTTTTTTATGTAC
ACCTTTAGGATTTTCTGCCTACTCTATCCAGTTGTCCAAATGATATCCTACATTTTACAAATGCCCTTTCA
GTTTCTATTTTCTTTTTCCATTAAATTGCCCTCATGTCCTAATGTGCAGTTTGTAAGTGTGTGTGTGTGTG
TCTGTGTGTGTGTGAATTTGATTTTCAAGAGTGCTAGACTTCCAATTTGAGAGATTAAATAATTTAATTCA
GGCAAACATTTTTCATTGGAATTTCACAGTTCATTGTAATGAAAATGTTAATCCTGGATGACCTTTGACAT
ACAGTAATGAATCTTGGATATTAATGAATTTGTTAGTAGCATCTTGATGTGTGTTTTAATGAGTTATTTTCA
AAGTTGTGCATTAAACCAAAGTTGGCATACTGGAAGTGTTTATATCAAGTTCCATTTGGCTACTGATGGA
CAAAAAATAGAAATGCCTTCCTATGGAGAGTATTTTTCCTTTAAAAAATTAAAAAGGTTAATTATTTTGACT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 


