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RESUMO 

 

dos Santos, E. O. Investigação das quinases Aurora A e Aurora B na tumorigenicidade 

mediada pelo oncogene KRAS. 2016. 178p. Tese de Doutorado - Programa de Pós-

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

 
O câncer de pulmão é a principal causa de morte relacionada ao câncer no mundo. Mutações 
em KRAS são altamente prevalentes no câncer e têm sido diretamente associadas ao 
processo tumorigênico. Apesar disso, até hoje todas as terapias visando inibir KRAS 
diretamente falharam e a caracterização de alvos indiretos, importantes para a oncogênese 
mediada por KRAS, é fundamental para o desenvolvimento de novas terapias contra o câncer 
de pulmão. Nós mostramos previamente que as quinases Aurora A (AURKA) e B (AURKB) 
são alvos a jusante de KRAS, importantes para o crescimento, viabilidade e oncogenicidade 
de linhagens celulares derivadas de tumores pulmonares mediados por KRAS. Aqui, nós 
aprofundamos os nossos estudos para melhor caracterizar AURKA e AURKB como potenciais 
alvos terapêuticos no câncer de pulmão. Os objetivos deste trabalho foram (1) investigar o 
mecanismo de perda de viabilidade induzido pela inibição de AURKA e/ou AURKB; (2) avaliar 
como a inibição de AURKA e/ou AURKB afeta propriedades oncogênicas relacionadas à 
agressividade tumoral; e (3) como a inibição destas quinases afeta o crescimento tumoral in 
vivo. Para tanto, nós utilizamos dois modelos celulares: (1) células A549 e H358, que 
apresentam mutações em KRAS, geneticamente modificadas para a expressão estável e 
induzível de shRNAs contra AURKA ou AURKB, e (2) células tumorais H1703, que não 
apresentam mutações em KRAS, geneticamente modificadas para a expressão induzível de 
KRASG12V, tratadas ou não com inibidores farmacológicos das quinases Aurora. A inibição 
farmacológica ou por interferência de RNA de AURKA e/ou AURKB em células H358 e A549 
reduziu a proliferação celular, sendo esta inibição acompanhada de anomalias mitóticas, além 
de aneuploidia e poliploidia. A inibição destas quinases também induziu morte celular in vitro, 
tanto em mitose, quanto em interfase. Mais interessantemente, a inibição farmacológica dual 
de AURKA e AURKB induziu morte celular in vitro em células H1703, somente na presença 
de KRASG12V, indicando que a inibição das quinases Aurora afeta preferencialmente células 
portadoras de mutações em KRAS. Além disso, a inibição de AURKA e/ou AURKB reduziu 
propriedades malignas celulares relacionadas à agressividade tumoral, como migração, 
invasão e adesão. Finalmente, a inibição de AURKA por RNA de interferência em células 
A549 também reduziu a formação de tumores in vivo. Entretanto, como a inibição destas 
quinases levou a anomalias mitóticas e à instabilidade genética, nós resolvemos investigar se 
a inibição de TPX2, um substrato e ativador de AURKA, poderia ser uma abordagem 
alternativa para inibir esta via em câncer de pulmão induzido por KRAS. Primeiramente, nós 
observamos nos nossos modelos celulares que KRAS regula positivamente a expressão de 
TPX2. Além disso, a inibição de TPX2 em células pulmonares portadoras de KRAS 
oncogênica reduziu a viabilidade e proliferação celulares e induziu morte celular. Mais 
interessantemente, esses efeitos ocorreram preferencialmente em células que expressam 
KRAS oncogênica. Em conclusão, nossos resultados apoiam a hipótese de que a ativação de 
AURKA/TPX2 e AURKB por KRAS são eventos importantes no câncer de pulmão e sugerem 
a inibição destas vias, possivelmente em combinação com outras terapias citotóxicas, como 
uma nova abordagem terapêutica para o câncer de pulmão induzido por KRAS. 
 
Palavras-chave: KRAS, AURKA, TPX2, AURKB, câncer de pulmão. 



ABSTRACT 

 

dos Santos, E. O. Investigation of Aurora kinases A and B in KRAS-induced lung 

tumorigenesis. 2016. 178p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide. KRAS mutations are 

widespread in lung cancer and have been causally linked to tumorigenesis. Nonetheless, 

therapies targeting KRAS directly have so far failed and characterization of indirect KRAS 

targets, which play important roles in KRAS-mediated oncogenesis, is crucial for the 

development of new therapies for lung cancer. We have previously shown that mitotic kinases 

Aurora A (AURKA) and B (AURKB) are downstream targets of oncogenic KRAS, important for 

the growth, viability, and oncogenicity of KRAS-transformed lung cancer cell lines. Here, we 

studied these kinases more in depth in order to better characterize them as potential 

therapeutical targets for KRAS-induced lung cancer. The aims of this study were (1) to 

investigate the mechanism leading to loss of viability upon AURKA and/or AURKB targeting; 

(2) to evaluate how AURKA and/or AURKB inhibition affects malignant properties associated 

with tumor aggressiveness; and (3) to determine whether AURKA and/or AURKB inhibition 

reduces KRAS-induced tumor growth in vivo. For that purpose, we used two cell-based 

models: (1) KRAS mutant A549 and H358 cells with stable and inducible shRNA-mediated 

knockdown of AURKA or AURKB, and (2) KRAS wildtype H1703 tumor cell lines, genetically 

engineered to inducibly express oncogenic KRASG12V treated or not with Aurora kinase 

pharmacological inhibitors. Targeting AURKA and/or AURKB pharmacologically or by RNA 

interference in H358 and A549 cells led to decreased cell proliferation, which was 

accompanied by mitotic abnormalities, leading to aneuploidy and hyperploidy. Aurora kinase 

targeting also induced cell death in vitro, both during mitosis and interphase. More importantly, 

AURKA and AURKB inhibition with a dual pharmacological inhibitor in H1703 cells induced cell 

death in vitro, but only in the presence of KRASG12V, indicating that Aurora kinase targeting 

affects preferentially lung cells harboring oncogenic KRAS. Furthermore, AURKA and/or 

AURKB targeting reduced malignant properties associated with tumor aggressiveness, such 

as cell migration, invasion and adhesion. Finally, AURKA targeting by RNA interference in 

A549 cells also reduced growth of xenograft tumors in vivo. Nonetheless, since Aurora 

targeting was associated with mitotic abnormalities and genetic instability, we decided to 

investigate if targeting TPX2, a substrate and an activator of AURKA, could constitute an 

alternative approach to targeting this pathway in KRAS-induced lung cancer. First, using our 

cell-based models, we determined that KRAS positively regulates TPX2 expression. In 

addition, TPX2 inhibition by RNA interference in KRAS-positive lung cells reduced cell viability 

and proliferation and induced cell death. Finally, these effects occurred preferentially in cells 

harboring oncogenic KRAS. In conclusion, our results support the hypothesis that activation of 

AURKA/TPX2 and AURKB by KRAS are important events in lung cancer and suggest inhibition 

of these pathways, possibly in combination with other cytotoxic therapies, as a new approach 

for KRAS-induced lung cancer therapy. 

 

Keywords: KRAS, AURKA, TPX2, AURKB, lung cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O câncer de pulmão. 

O câncer de pulmão é a principal causa de morte relacionada ao câncer em homens e a 

segunda em mulheres, com uma estimativa de 1,6 milhões de mortes em 2012 em todo o mundo, 

considerando-se ambos os sexos. Em países desenvolvidos, entretanto, é a principal causa de morte 

relacionada ao câncer em mulheres, superando inclusive o câncer de mama (IARC, 2012). De fato, 

países desenvolvidos, seguidos por países emergentes, apresentam maiores incidências de neoplasias 

pulmonares em relação aos países subdesenvolvidos (Fig. 1.1).  

As diferenças epidemiológicas observadas refletem, sobretudo, o estágio epidêmico de 

tabaco (Youlden et al, 2008; Bray et al, 2010; Thun et al, 2012). O fumo é essencialmente o fator de 

risco mais importante para o desenvolvimento de neoplasias pulmonares, sendo responsável por cerca 

de 80% de todas as mortes relacionadas ao câncer de pulmão em homens e 50% em mulheres (Eriksen 

et al, 2012). Em países desenvolvidos, onde o hábito de fumo tem decaído, o câncer de pulmão vem 

decrescendo em homens e mantendo um platô em mulheres (Bosetti et al, 2012; Malvezzi et al, 2013; 

Siegel et al, 2013; Torre et al, 2014). Contrariamente, em países onde o consumo de tabaco vem 

aumentando recentemente, como no Brasil, a prevalência e incidência de câncer de pulmão tendem a 

aumentar nas próximas décadas, caso não ocorram intervenções de larga escala que incentivem o 

abandono do fumo (Lam et al, 2004; Jha et al, 2009).  

Apesar do crescente número de novas técnicas cirúrgicas e terapias combinadas 

desenvolvidas nas últimas décadas, o câncer de pulmão é altamente letal. A sobrevivência global em 

cinco anos para tumores pulmonares é semelhante em todo o mundo e é uma das menores comparadas 

às demais neoplasias humanas (Fig. 1.2). A sobrevida global em cinco anos varia entre 10 e 20% a 

partir do momento do diagnóstico, considerando-se todos os graus da doença (ACS, 2015). Como os 

primeiros estágios da doença geralmente são assintomáticos, os tumores tendem a ser superestadiados 

no momento do diagnóstico. Esse quadro implica a adoção de tratamentos pouco eficazes, geralmente 

associados à recorrência da doença (Tan et al, 2003). De fato, a sobrevida em cinco anos para o câncer 

de pulmão decai em função do estadiamento da doença, chegando menos de 5% para os tumores 

pulmonares mais avançados (Fig. 1.2). 
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Fig. 1.1. Variação internacional das incidências de neoplasias pulmonares em 2012. Países desenvolvidos, nos quais o 
consumo de tabaco iniciou-se precocemente, apresentam maior incidência de câncer de pulmão em relação a países 
subdesenvolvidos, onde o consumo instalou-se mais recentemente. Modificado de IARC, 2012. 

 
 
O câncer de pulmão é classificado histopatologicamente em câncer de pulmão de células 

pequenas (SCLC, do inglês “small cell lung cancer”) ou câncer de pulmão de células não pequenas 

(NSCLC, do inglês “non-small cell lung cancer”) (Ramalingam et al, 2011). O primeiro é mais invasivo e 

metastático, sendo de difícil tratamento. O segundo é responsável por 80% dos casos de neoplasias 

pulmonares (NCI, 2009). Dependendo do tipo e estágio de evolução da doença, os tratamentos incluem 

cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapias-alvo. Para os estágios iniciais de NSCLC a cirurgia é 

usualmente o tratamento de escolha, porém, em muitos casos, a quimioterapia combinada à radioterapia 

é adotada em paralelo ao tratamento cirúrgico (ACS, 2015). Os pacientes em estágios avançados de 

NSCLC são geralmente submetidos a tratamentos combinados com drogas alvo-dirigidas (Lord et al, 

2002; Simon et al, 2007). A quimioterapia sozinha, ou combinada à radioterapia, é geralmente 

ineficiente no tratamento. Independente do tratamento adotado, o índice de remissão do câncer de 

pulmão permanece bastante baixo (NCI, 2009; ACS, 2015). 
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Fig. 1.2. Sobrevida relativa em cinco anos comparando-se diferentes neoplasias ou diferentes estágios do 
desenvolvimento tumoral pulmonar. Acima. Sobrevida relativa em cinco anos para diversas neoplasias, incluindo o câncer de 
pulmão, a partir do momento do diagnóstico. A letalidade em cinco anos para o câncer de pulmão é uma das menores em relação 
a outras neoplasias em todo o mundo, atingindo cerca de 80 a 90%, considerando-se todos os estágios da doença. Modificado de 
ACS, 2015. Abaixo. Sobrevida relativa em cinco anos para os graus variados de câncer de pulmão a partir do momento do 
diagnóstico. O curso inicial assintomático da doença leva ao diagnostico tardio. Consequentemente, a grande maioria dos tumores 
é classificada em estágios III ou IV. A letalidade em cinco anos para o câncer de pulmão aumenta em função da evolução tumoral 
e resistência ao tratamento, atingindo mais de 95% para casos mais graves da doença. Modificado de Tan et al, 2003. 

 
  

Nos últimos anos, um progresso significativo tem sido feito no entendimento dos 

mecanismos moleculares do câncer de pulmão e múltiplas vias de sinalização que são ativas em NSCLC 

foram identificadas (Salgia et al, 1998). As modificações moleculares encontradas em tumores 

pulmonares são mutações pontuais em genes que regulam a sobrevida e a proliferação celulares, tais 

como em KRAS, BRAF e EGFR (Sharma et al, 2010). De fato, diversos genes já foram descritos como 

agentes causadores diretos de neoplasias pulmonares (Fig. 1.3). Com a descoberta da etiologia dos 

processos oncogênicos pulmonares e o estudo detalhado das vias de sinalização que culminam com a 

transformação celular, diferentes drogas foram desenvolvidas para inibir as vias de sinalização ativadas 

no câncer de pulmão. Nesse sentido, vários trabalhos foram publicados demonstrando o uso de drogas 

alvo-dirigidas no tratamento de neoplasias pulmonares. Além disso, muitas drogas que bloqueiam a 

vascularização tumoral ou interferem na atividade de receptores de fatores de crescimento estão sendo 

atualmente usadas com sucesso clínico (Lee et al, 2013; Majem et al, 2013; Morabito et al, 2013). Por 

exemplo, o desenvolvimento de drogas que bloqueiam a atividade de EGFR oncogênica, como o 

gefitinibe (Paez et al, 2004), ou que inibem a atividade de VEGF, como o bevacizumabe (Sandler et al, 
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2006), ou ainda capazes de inibir a translocação de ALK, como o crizotinibe (Gerber et al, 2010), 

sozinhas ou em combinação com outras terapias, foram um marco histórico no tratamento do NSCLC, 

atingindo um sucesso clinico altamente relevante. 

Todavia, esses tratamentos beneficiam uma parcela muito pequena dos pacientes, uma vez 

que estas alterações moleculares não são muito frequentes. Além disso, os tratamentos, embora 

eficazes em um primeiro momento, são associados com o desenvolvimento de resistência em longo 

prazo (Xu et al, 2010; Katayama et al, 2012). A maior parte dos pacientes com NSCLC, cerca de 30 a 

50% (dependendo do banco de dados de referência), possuem mutações no gene que codifica a 

GTPase KRAS. Drogas eficientes capazes de bloquear a atividade de KRAS oncogênica no câncer de 

pulmão beneficiariam uma parcela muito maior dos pacientes acometidos por essa doença. Entretanto, 

apensar de três décadas de intensos esforços, nenhuma terapia KRAS-dirigida foi eficiente em estudos 

clínicos. KRAS tem sido, desde então, considerado um alvo “undruggable” (Fig. 1.3) (Friday et al, 2005).  

 

 
 

Fig. 1.3. Principais mutações associadas ao desenvolvimento de NSCLC e drogas utilizadas atualmente na clínica. As 
principais alterações genéticas causalmente relacionadas ao câncer de pulmão são mutações de ponto em genes que codificam 
proteínas que regulam a sobrevida e a proliferação celulares, como KRAS, PIK3CA, BRAF e EGFR. Para a grande maioria das 
mutações (mas não a maioria dos casos de câncer de pulmão), o entendimento das vias moleculares que culminam com a 
proliferação e a sobrevida celulares descontroladas tornou possível o desenvolvimento de drogas alvo-dirigidas altamente 
eficientes no tratamento do câncer de pulmão. Entretanto, a maioria das neoplasias do NSCLC são causadas por mutações de 
ponto em KRAS, para o qual ainda não existem terapias alvo-dirigidas efetivas. Modificado de Sharma et al, 2010. 

 
 

Embora todas as inúmeras falhas passadas tenham diminuído o entusiasmo pela busca de 

drogas que inibissem diretamente a atividade de RAS oncogênica, sabe-se que o maior sucesso em 

terapias baseadas na inibição da transdução de sinal foi obtido contra alvos mutacionalmente ativados. 

Apesar de esta realidade estar ainda um pouco longe de ser alcançada para KRAS, para que novos 

pacientes possam ser beneficiados com terapias alvo-dirigidas, as vias de sinalização de KRAS que 

culminam com a proliferação e sobrevida exacerbados no câncer de pulmão precisam ser identificadas. 
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1.2. A pequena GTPase KRAS 

1.2.1. Histórico 

KRAS é o membro mais bem estudado e caracterizado de uma família de pequenas 

GTPases denominas RAS, da qual também fazem parte NRAS e HRAS. Os primeiros genes RAS foram 

identificados durante o estudo de dois vírus causadores de câncer, os vírus dos sarcomas de Harvey e 

Kirsten (Harvey et al, 1964; Kirsten et al, 1970; Chang et al, 1982; Malumbres et al, 2003). Anos 

depois, Der et al (1983) descreveram uma forma anormal de uma proteína de 21 kDa expressa em 

linhagens celulares tumorais de cólon e pulmão com alto potencial transformador. Na tentativa de se 

encontrar genes humanos homólogos aos dos sarcomas de Harvey e Kirsten, em experimentos 

conduzidos por Parada et al (1982), e posteriormente por Land et al (1983), material genético isolado de 

células tumorais humanas foi utilizado para transformar NIH/3T3, uma linhagem celular derivada de Mus 

musculus altamente sensível a ensaios de formação de foco mediado pelos vírus dos sarcomas de 

Harvey e Kirsten (Jainchill et al, 1969; Andersson et al, 1979; Copeland et al, 1979; Westerman et al, 

1996). Seus estudos mostraram que todos os focos formados continham fragmentos do gene HRAS. 

Ademais, identificou-se que mutações no códon 12 do mesmo gene eram cruciais para a transformação 

dos fibroblastos murinos (Parada et al, 1982; Land et al, 1983, Parada et al, 1984). Simultaneamente, 

Hall et al (1983) descobriram o gene NRAS, que encontrava-se alterado em neuroblastomas. As 

mutações nos códons 13 ou 61 também se mostraram fundamentais para a transformação mediada por 

KRAS e NRAS (Shimizu et al, 1983; Newbold, 1984). Por fim, com a descoberta de que 30% de todas 

as neoplasias humanas são causadas por alterações moleculares nos genes RAS, essas proteínas têm 

sido consideradas chaves em processos de transformação celular, o que afeta diretamente a 

diferenciação, crescimento, quimiotaxia, apoptose, adesão e migração celulares (Esser et al, 1998; 

Zuber et al, 2000). 

 

1.2.2. Estrutura 

KRAS é uma pequena proteína 21 kDa, compartilhando de 82 a 90% de identidade com os 

demais membros da família, HRAS e NRAS (Barbacid, 1987). KRAS codifica duas variantes de splicing 

que resultam da utilização alternativa do éxon 4, gerando extremidades C-terminais diferentes. Os éxons 

4A e 4B codificam 39 e 38 aminoácidos, respectivamente. KRAS4A é a isoforma mais semelhante à 

KRAS retroviral, enquanto que KRAS4B é a isoforma predominantemente expressa em células humanas 
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(Cox et al, 2014).  Todas as proteínas RAS apresentam dois domínios, um domínio G de 166 

aminoácidos e cerca de 20 kDa, que se liga a nucleotídeos de guanina, e uma região C-terminal 

conhecida como CAAX box, de cerca de 1 kDa, que sofre modificação pós-traducional. O domínio G 

contém cinco motivos G que se ligam a trifosfato de guanosina (GTP) ou difosfato de guanosina (GDP) 

diretamente. O motivo G1, também conhecido como P-loop, liga-se ao β-fostato do nucleotídeo de 

guanina. O motivo G2, também chamado de Switch I, contém a treonina 35 que liga o γ-fosfato do GTP. 

O motivo G3, ou Switch II, possui uma sequência DXXGQ. D (aspartato 57) é específico para a ligação 

da guanina e, portanto, impede a ligação da adenina. Essa função é compartilhada com os motivos G4 e 

G5. Q (glutamina 61) ativa uma molécula de água catalítica capaz de hidrolisar o GTP a GDP, no sítio 

ativo de RAS (Vetter et al, 2001) (Fig. 1.4). Os dois motivos Switch, G2 (aminoácidos 30-38) e G3 

(aminoácidos 60 a 76), são também os responsáveis pela interação de KRAS com proteínas 

reguladoras, denominadas GEFs (guanine nucleotide exchange factors, ou fatores de troca do 

nucleotídeo de guanina) e GAPs (GPTase-activating proteins, ou proteínas ativadoras de GTPases), 

respectivamente (Pai et al, 1989). Switch I e II sofrem alteração conformacional em função da formação 

do complexo KRAS-GDP ou RAS-GTP, respectivamente (Cox et al, 2014).  De fato, a estrutura cristalina 

de RAS revela que essas proteínas existem em diferentes conformações em virtude da sua capacidade 

de ligação ao GTP e ao GDP (Boriack-Sjodin et al, 1998). Outros estudos mostram que as 

conformações estruturais do complexo RAS-GTP e RAS-GDP são também importantes para a sua 

ligação às GAPs e GEFs, respectivamente (Margarit et al, 2003). 

 
 

 
 

Fig. 1.4. Estrutura tridimensional dos cinco motivos G e domínio C-terminal de KRAS. A proteína KRAS contém um número 
definido de motivos G funcionais. Múltiplas regiões, incluindo os motivos G1, G3, G4 e G5, participam da ligação do GTP ou GDP. 
Essa ligação é também estabilizada pela presença de magnésio. Switch I (G2) é responsável pela interação com as GAPs e uma 
série de efetores de RAS, enquanto que Switch II (G3) é responsável pela interação com as GEFs. O domínio hipervariante (região 
C-terminal) contém uma região rica em resíduos de lisina e uma sequência de resíduos de aminoácidos conservados, denominada 
CAAX, que são importantes para a atividade de KRAS. Primeiro, porque regula a atividade de KRAS, bem como a ativação de 
efetores desta proteína. Segundo, porque guia uma série de modificações pós-traducionais fundamentais para a localização 
subcelular de KRAS. Modificado de Loirand et al, 2013. 
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As proteínas RAS são inicialmente sintetizadas como polipeptídeos citosólicos e inativos. A 

atividade de RAS na transdução de sinais oriundos de receptores associados à membrana plasmática é 

inteiramente dependente de modificações pós-traducionais da proteína (Friday et al, 2005), que 

envolvem múltiplos estágios de ganho de hidrofobicidade na extremidade carboxiterminal de RAS (Fig. 

1.5).  

 

 
 
Fig. 1.5. Modificações pós-traducionais de RAS. A extremidade carboxiterminal de RAS é altamente conservada entre todas as 
proteínas da família. Um motivo CAAX presente nessa região direciona uma sequência de modificações pós-traducionais da 
proteína. Inicialmente, o resíduo de cisteína em CAAX sofre farnesilação por uma farnesiltransferase, que é crucial para 
ancoragem de KRAS à membrana. Posteriormente, o tripeptídeo AAX é clivado por uma protease e uma metiltransferase promove 
a metilação da cisteína remanescente. Além disso, KRAS4B, que possui uma região rica em lisina (Poli-L) na extremidade 
carboxiterminal, que interage com fosfolipídeos negativos na membrana plasmática. As demais proteínas RAS (KRAS4A, HRAS e 
NRAS), embora não possuam esta região Poli-L, possuem resíduos de cisteínas adicionais na extremidade carboxiterminal, que 
sofrem palmitoilação, o que também contribui para a ancoragem à membrana plasmática. 

 

Todas as proteínas RAS possuem um motivo tetrapeptídico CAAX, que é alvo de várias 

transferases e uma protease. C representa um resíduo invariável de cisteína; A, um aminoácido afilático 

qualquer (leucina, isoleucina ou valina); e X, uma metionina, serina, leucina ou glutamina (Cox et al, 

2014). Inicialmente, uma farnesiltransferase reconhece este motivo tetrapeptídico e insere um 

substituinte farnesil na cisteína presente em CAAX de RAS (Schaber et al, 1990). Dependendo do 

aminoácido X terminal de CAAX, RAS pode ser alternativamente geranilgeranilada por uma 

geranilgeranilase do grupo I (GGT1). Na presença de inibidores da farnesiltransferase, KRAS pode ser 

também geranilgeranilada por GGT2 (Moores et al, 1991; Whyte et al, 1997). Uma vez farnesilado, o 

tripeptídeo AAX é clivado pela enzima proteolítica RCE1 (Trueblood et al, 2000) e a cisteína 

remanescente é metilada por ICMT (Clarke et al, 1992). Ademais, todas as proteínas RAS, exceto 
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KRAS4B, sofrem palmitoilação do grupo SH em resíduos de cisteína próximos à extremidade 

carboxiterminal, permitindo sua ancoragem à membrana plasmática (Resh et al, 2004). KRAS4B não é 

palmitoilada, entretanto essa isoforma apresenta uma região rica em resíduos de lisina, que auxiliam na 

ancoragem da proteína à membrana (Jackson et al, 1994) (Fig. 1.5). 

 

1.2.3. Função e regulação 

Embora KRAS apresente grande homologia estrutural em relação às demais proteínas RAS, 

elas são funcionalmente distintas entre si. Isso é diretamente observado na relação causal entre o 

desenvolvimento de um grupo de tumores distintos associados a mutações em genes RAS específicos 

(Mitsuuchi et al, 2002; Grady et al, 2002; Jaffee et al, 2002; Almoguerra et al, 1988), o que é em 

parte explicado pelos diferentes padrões de expressão, processamento pós-traducional, localização 

subcelular e ativação de efetores distintos entre os membros da família RAS (Castellano et al, 2011). 

Uma vez ancorada à membrana plasmática, RAS atua na transdução de sinais. Embora 

receptores tirosina quinase sejam os mais bem estudados em relação à sua associação com RAS 

(Heldin, 1995), diversos outros receptores podem se associar funcionalmente a proteínas RAS, tais 

como integrinas, proteínas G heterotriméricas e receptores de citocinas (Henning et al, 1998; Parise et 

al, 2000; Avruch et al, 2001; Liebmann, 2001; Ghobrial et al, 2002; Cantrell, 2003; Kimbara, 2003). 

Os sinais transduzidos por RAS ativam inúmeros efetores moleculares já bem caracterizados, levando 

ao crescimento, sobrevida, diferenciação e angiogênese (Friday et al, 2005).  

As primeiras evidências de que RAS estava envolvida na transdução de sinais veio da 

observação de que RAS se liga ao GTP e GDP com alta afinidade (Shih et al, 1980; Shih, 1986; 

Spiegel, 1987). O mecanismo pelo qual RAS é capaz de ligar GTP e GDP e os mecanismos pelos quais 

isso ocorre é fundamental para o entendimento do seu papel na oncogênese pulmonar. 

KRAS, como qualquer GTPase envolvida na transdução de sinais, existe sob duas formas, 

uma ativa, ligada ao GTP, e uma inativa, ligada ao GDP. A estrita regulação da interconversão entre as 

duas formas é fundamental para a transdução de sinais. Uma vez que a ativação de KRAS por 

receptores tirosina quinase, como EGFR, já foi bem estudada e caracterizada (Heldin, 1995), nós a 

usaremos como exemplo para ilustrar o mecanismo de ativação de KRAS e sua regulação. 

A ligação de EGF ao EGFR induz sua dimerização, levando à justaposição dos domínios 

catalíticos citoplasmáticos com atividade de tirosina quinase (Lemmon et al, 1994; Flaswinkel et al, 

1995), em um processo que resulta na autofosforilação cruzada e consequente ativação desse receptor 
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(Weiss et al, 1997; Sibilia et al, 2007). Uma vez ativado, uma série de proteínas adaptadoras são 

recrutadas. GRB2, a mais bem estudada e caracterizada das proteínas adaptadoras, interage com outro 

grupo de proteínas denominado GEFs (fatores de troca do nucleotídeo de guanina, do inglês “guanine 

nucleotide exchange factors”) (Schlessinger, 2000; Ahmed et al, 2015). SOS1 e SOS2, membros de 

uma família de GEFs, são proteínas fortemente relacionadas que medeiam a ativação RAS pelos 

receptores do tipo tirosina quinase (Simon et al, 1993; Vo et al, 2015), por meio do reconhecimento e 

interação com o motivo Switch II do complexo RAS-GDP (Boriack-Sjodin et al, 1998). A interação de 

GEFs com RAS-GDP causa uma alteração conformacional que induz a liberação do GDP do sitio 

catalítico de RAS. Uma vez vazio, o sitio catalítico de RAS está livre para interagir novamente com GDP 

ou GTP. RAS selvagem se liga igualmente a nucleotídeos de guanina com afinidade picomolar. Com os 

níveis citoplasmáticos de GDP e GTP em concentrações milimolares, uma diferença de ordem de 

grandeza 109 faz com que RAS esteja sempre ligada ao seu substrato (Cox et al, 2014). Entretanto, a 

concentração citoplasmática do GTP é cerca de dez vezes maior que a do GDP e, consequentemente, o 

equilíbrio químico é deslocado no sentido da formação do complexo ativo RAS-GTP (Barbacid, 1987).   

A inativação do complexo RAS-GTP ocorre quando a RAS hidrolisa o GTP a sua forma 

bifosfatada. Entretanto, a atividade catalítica intrínseca de RAS é ineficiente para essa função. As GAPs 

(proteínas ativadoras de GTPases, do inglês “GTPase activating proteins”) (Scheffzek et al, 1997) são 

proteínas que interagem com o complexo RAS-GTP, aumentando a eficiência catalítica de RAS e  

facilitando a hidrólise de GTP em GDP. NF1 e p120GAP (RASA1) são duas GAPs responsáveis pela 

regulação negativa da atividade de RAS, auxiliando a hidrólise do GTP. O mecanismo molecular pelo 

qual as GAPs auxiliam RAS na hidrólise do GTP está representado na Figura 6. O sítio catalítico de RAS 

apresenta dois resíduos de aminoácidos fundamentais para a catálise enzimática, a glutamina 61 e a 

tirosina 35, que participam diretamente da hidrólise do GTP, estabilizando-o no sitio ativo. Essa 

interação, entretanto, é ineficiente para hidrolisar a ligação fosfodiéster entre os fosfatos β e γ do GTP. 

Quando o complexo RAS-GAP é formado, uma arginina fornecida pela GAP é posicionada no sítio 

catalítico de RAS e sua interação direta com o γ-fosfato diminui a energia de ativação necessária para a 

hidrólise do GTP (Scheffzek et al, 1997). Uma vez hidrolisado o nucleotídeo de guanina, RAS torna-se 

inativa, e um novo clico de ativação e inativação pode iniciar-se (Fig. 1.6).  
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Fig. 1.6. Regulação da atividade de KRAS, exemplificada a partir de um receptor tirosina quinase. Um sinal externo 
(representado por EGF) é reconhecido pelo receptor de tirosina quinase (representado por EGFR), induzindo sua dimerização e 
autofosforilação cruzada. Esse processo recruta a proteína acessória GRB2, que interage com as GEFs. Uma vez ativadas, as 
GEFs reconhecem a forma inativa de KRAS ligada ao GDP, e induzem uma alteração conformacional da proteína que expele o 
nucleotídeo de guanina do sítio ativo de KRAS. Como a concentração citoplasmática de GTP é maior do que a concentração de 
GDP, KRAS se liga preferencialmente ao nucleotídeo trifosfatado, tornando-se ativa. A KRAS ativada, por sua vez, recruta efetores 
downstream com funções relacionadas à proliferação e sobrevida celulares. Quando o sinal externo proveniente da interação do 
EGF com o seu receptor cessa, as GEFs são inativadas e as GAPs passam a ter um papel predominante sobre o reconhecimento 
de KRAS, desta vez ligada ao GTP. As GAPs introduzem no sitio catalítico de KRAS um terceiro aminoácido essencial à catálise 
do GTP a GDP. Quando isso acontece, a ativação de efetores mediada por KRAS cessa e um novo ciclo de ativação e inativação 
pode ser iniciado. 

 
 
 

1.2.4. KRAS e câncer 

Uma vez que RAS desempenha papel crucial na regulação de efetores de vias de 

sinalização que levam à maior proliferação e sobrevida celulares, não é estranho que alterações em sua 

expressão ou atividade estejam relacionadas à tumorigênese. O mecanismo pelo qual o oncogene RAS 

leva à transformação maligna é baseado em sua capacidade de interação com proteínas regulatórias ou 

sua capacidade enzimática intrínseca. O motivo G2 (Switch I) da extremidade N-terminal de KRAS é 

fundamental para o reconhecimento de GAPs. Mutações de ponto neste motivo, tais como nos códons 

12 ou 13, abolem completamente o reconhecimento do complexo KRAS-GTP pelas GAPs (Aviel-Ronen 

et al, 2006). Por outro lado, mutações no códon 61, localizado dentro do sítio catalítico de KRAS, não 

impedem que as GAPs reconheçam e se liguem à KRAS. Entretanto, essas mutações extinguem 

totalmente a capacidade catalítica de KRAS sobre o GTP (Friday et al, 2005). Independentemente do 

mecanismo, o GTP não é hidrolisado e KRAS permanece constantemente ativa, enviando sinais aos 

seus efetores, de modo independente de EGFR ou outros receptores transmembranares associados a 

KRAS. 

De um modo geral, cerca de 30% de todos os tumores humanos sequenciados apresentam 

mutações ativadoras nos oncogenes RAS (Friday et al, 2005). A frequência e a distribuição das 
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mutações em RAS não é uniforme (Tabela 1.1). Cerca de 86% de todos os tumores mediados por RAS 

são causados por mutações pontuais em KRAS, seguido por NRAS (11%) e mais infrequentemente 

HRAS (3%) (Ellis et al, 2000; Cox et al, 2014). O sequenciamento em larga escala de tumores humanos 

mostra que tumores epiteliais, como o adenocarcinoma pulmonar e o adenocarcinoma de ducto 

pancreático, são mais propensos a apresentarem mutações em KRAS. De fato, 30 a 35% dos 

adenocarcinomas pulmonares e quase 100% dos adenocarcinomas de ducto pancreático são causados 

por mutações em KRAS (Ding et al, 2008; Jones et al, 2008; Biankin et al, 2012). Mutações em NRAS 

e HRAS são raras nesses tumores. Mutações em NRAS ocorrem frequentemente em mieloma cutâneo e 

mieloma múltiplo ao passo que alterações em HRAS e KRAS são raramente encontradas nesses 

tumores. Já tumores, como o adenocarcimona pulmonar são comumente oriundos de mutações em 

KRAS e HRAS. Outros tumores, entretanto, como o sarcoma, carcinoma ovariano de pequenas células e 

osteosarcoma, rarissimamente apresentam mutações em RAS (Rochlitz et al, 1989; Rodenhuis et al, 

1992; Almoguerra et al, 1998; Watzinger et al, 1999; Cichowski et al, 2001; Tartaglia et al, 2005; 

Bentiresalj et al, 2006; Wood et al, 2007, Jones et al, 2008; Ding et al, 2008; Ken et al, 2010; Bass et al, 

2011; Biankin et al, 2012; Seshagiri et al, 2012; Imielinski et al, 2012; Hodis et al, 2012; Krauthammer 

et al, 2012; Agrawal et al, 2012; Peifer et al, 2012; Shah et al, 2012; Banerji et al, 2012; Landau et al, 

2013; Kandoth et al, 2013; Bolli et al, 2014; Lohr et al, 2014; Chen et al, 2014; Ramos et al, 2014, 

Witkowski et al, 2014; Wang et al, 2015). 

 

Tabela 1.1. Distribuição e frequência de mutações em RAS em tumores humanos. Modificado de Friday et al, 2005. 

Câncer KRAS NRAS HRAS RAS total 

Adenocarcinoma de ducto pancreático  97,7 0,0 0,0 97,7 

Adenocarcinoma coloretal 44,7 7,5 0,0 52,2 

Mioloma múltiplo 22,8 19,9 0,0 42,6 

Adenocarcinoma pulmonar 30,9 0,9 0,3 32,2 

Carcinoma de colo uterino 21,4 3,6 0,4 24,6 

Adenocarcinoma de estômago 11,4 0,9 0,0 12,3 

Carcinoma de células escamosas pulmonares 2,2 0,0 2,2 4,4 

Carcinoma pulmonar de células pequenas 1,4 0,0 1,4 2,8 

Carcinoma da tireoide 1,0 8,5 3,5 12,5 

Melanoma cutâneo 0,8 27,6 1,0 29,1 

Carcinoma de mama invasivo 0,7 0,4 0,3 1,4 

Sarcoma 0,0 0,0 0,0 0,0 

Carcinoma de ovário de pequenas células 0,0 0,0 0,0 0,0 

Osteosarcoma 0,0 0,0 0,0 0,0 
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As principais alterações genéticas encontradas em tumores associados a RAS são 

mutações de ponto, 99% delas encontradas nos códons G12, G13 e Q61. Mutações no códon G12 são 

predominantemente encontradas em KRAS, ao passo que mutações no códon Q61 são particularmente 

raras nessa isoforma . Por outro lado, em NRAS as principais alterações ocorrem no códon Q61. Já 

HRAS possui uma distribuição relativamente uniforme da frequência de distribuição de mutações entre 

tais códons (Fig. 1.7A). Existem também diferenças em relação à frequência relativa dessas mutações 

entre os diferentes tipos de cânceres. G12 é o códon mais frequentemente mutado em tumores 

humanos. De fato, 76% dos carcinomas coloretais humanos mediados por RAS são causados por 

mutações em G12. Nos adenocarcinomas pulmonar e de ducto pancreático humanos, essa frequência 

chega a 91 e 94%, respectivamente (Fig. 1.7B). Outras diferenças podem ser encontradas também em 

relação às substituições mais frequentemente encontradas no códon G12 em função do tipo do tumor. 

Em adenocarcinoma pulmonar humano, as mutações G12V, G12D e G12C são as mais frequentes. Por 

outro lado, no carcinoma coloretal ou adenocarcinoma de ducto pancreático as substituições G12D e 

G12V são muito frequentes, ao passo que substituições G12C ocorrem mais raramente. (Fig. 1.7C) 

(Jones et al, 2008; Ken et al, 2010; Bass et al, 2011; Hodis et al, 2012; Krauthammer et al, 2012; 

Kandoth et al, 2013; Cox et al, 2014; Varsan et al, 2014; Wang et al, 2015). 
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Fig. 1.7. Frequência das principais mutações em RAS. (A) Frequência de mutação dos três códons mais frequentemente 
alterados em RAS, G12, G13 e Q61, mostrando que G12 é o códon mais comumente alterado em KRAS, enquanto que Q61 
ocorre mais comumente em NRAS. HRAS apresenta uma distribuição de mutações aparentemente uniforme entre os códons 
geralmente mutados. (B) Frequência das mutações de KRAS em três tipos de tumores humanos distintos, adenocarcinoma de 
ducto pancreático (ACDP), carcinoma coloretal (CCR) e adenocarcinoma pulmonar (ACP), mostrando que G12 é o principal códon 
mutado em KRAS em todos os casos. (C) Frequência das principais mutações de ponto associadas ao códon G12 em KRAS, nos 
mesmos três tumores. As alterações G12D e G12V são as mais largamente encontradas em KRAS em ACDP e CCR. A alteração 
G12C é a mais frequente em ACP. Modificado de Cox et al, 2014; Varsan et al, 2014. 

  

Não apenas mutações de ponto em RAS estão relacionadas ao desenvolvimento tumoral. 

Cerca de 40% dos adenocarcinomas de esôfago apresentam amplificação do gene RAS (Galiana et al, 

1995), enquanto que a surperexpressão de KRAS selvagem pode por si só induzir transformação 

maligna (Friday et al, 2005). 

Independentemente do mecanismo, porém, não existem dúvidas de que alterações da 

expressão ou atividade de KRAS sejam um evento causal no desenvolvimento de tumores humanos. 

Primeiro, KRAS foi inicialmente descrita como o agente transformador do vírus de sarcoma Kirsten, (Der 

et al, 1982). Segundo, a expressão da forma ativa de KRAS é suficiente para induzir transformação 

maligna e modelos animais desenhados para desenvolverem tumores mediados por KRAS tem 

demonstrado a potente atividade oncogênica de KRAS mutante (Fisher et al, 2001; Jackson et al, 

2001; Braun et al, 2003; Brembeck et al, 2003; Caulin et al, 2004; Chan et al, 2004; Tuveson et al, 

2004; Vitale-Cross et al, 2004; Raimond et al, 2006; Bassères et al, 2010). Terceiro, consistente com 
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a necessidade de alterações genéticas adicionais para cooperar com KRAS mutante na oncogênese, a 

perda de função de supressores tumorais, como TP53, LKB1 e APC, juntamente com o ganho de função 

de KRAS, aumenta a formação e a progressão tumoral (Hingorani et al, 2005; Ji et al, 2007; Haigis et 

al, 2008). Quarto, existem consideráveis evidências científicas de que a expressão continuada de KRAS 

mutante é necessária para a manutenção de tumores, uma vez que a supressão de KRAS por 

interferência de RNA reduz o crescimento in vitro e in vivo de linhagens tumorais positivas para 

mutações em KRAS (Shirasawa et al, 1993; Bossù et al, 2000; Brummelkamp et al, 2002; Lim et al, 

2005; Fleming et al, 2005; Singh et al, 2009; Santos et al, 2016). Similarmente, em modelos animais 

geneticamente modificados para expressar KRAS oncogênica induzivelmente, a inibição da expressão 

de KRAS leva à regressão tumoral (Chin et al, 1999; Fisher et al, 2001; Collins et al, 2012; Kwong et 

al, 2012; Ying et al, 2012). Quinto, a alta frequência de mutações em KRAS em um amplo espectro de 

neoplasias humanas sugere que esta proteína desempenha um papel central na transformação maligna 

(Puig et al, 2000; Arvanitakis et al, 2004; Wood et al, 2007, Jones et al, 2008; Ding et al, 2008; Ken 

et al, 2010; Bass et al, 2011; Biankin et al, 2012; Seshagiri et al, 2012; Imielinski et al, 2012; Hodis 

et al, 2012; Krauthammer et al, 2012; Agrawal et al, 2012; Peifer et al, 2012; Shah et al, 2012; 

Banerji et al, 2012; Landau et al, 2013; Kandoth et al, 2013; Bolli et al, 2014; Lohr et al, 2014; Chen 

et al, 2014; Ramos et al, 2014, Witkowski et al, 2014; Wang et al, 2015). 

 

 

1.2.5. KRAS como alvo terapêutico 

KRAS regula diversas e complexas vias de sinalização celulares importantes para o 

crescimento, proliferação, ciclo celular, angiogênese, migração e resistência à apoptose. Alterações da 

atividade e/ou expressão de KRAS são, portanto, eventos chave da tumorigenicidade e manutenção 

tumoral. Sendo assim, o bloqueio direto da atividade e/ou expressão de KRAS oncogênica seria, a 

princípio, uma estratégia racional para o desenvolvimento de terapias alvo-dirigidas. Como explicado 

adiante, apesar de trinta anos de esforços desde o seu descobrimento, devido à inabilidade de se inibir 

diretamente KRAS, terapias KRAS-dirigidas fracassaram em estudos clínicos. Outras abordagens, 

portanto, buscam inibir indiretamente a atividade de KRAS oncogênica. Essas estratégias incluem a 

inibição de modificações pós-traducionais, inibidores de vias de sinalização e inibidores de genes de 

interação sintética letal (Adjei, 2008) (Fig. 1.8). 
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Fig. 1.8. Abordagens no desenvolvimento de inibidores farmacológicos diretos ou indiretos de KRAS oncogênica. As 
principais estratégias terapêuticas contra tumores mediados por KRAS incluem a busca pela inibição direta da proteína mutante e a 
aplicação de tecnologias de high-throughput screening para a identificação de genes com atividade sintética letal, ambas em 
ensaios pré-clínicos. Outras abordagens incluem a inibição de modificações pós-traducionais de KRAS e inibidores de efetores 
downstream de KRAS, todos já em fase de ensaios clínicos. 

 

 

1.2.5.1. Inibição direta de KRAS 

A inibição direta de KRAS tem sido considerada uma missão quase impossível. Embora 

algumas abordagens computacionais tenham identificado sítios de ligação em KRAS, eles não parecem 

conferir estabilidade de ligação a pequenas moléculas candidatas (Grant et al, 2011; Buhrman et al, 

2011; Wang et al, 2012; Chakrabarti et al, 2016). A seguir, sumarizamos as principais abordagens de 

inibição direta de RAS e justificamos os motivos pelos quais fracassaram em estudos pré-clínicos. 

 

1.2.5.1.1. Inibidores competitivos análogos de GDP 

Os primeiros inibidores reportados desse tipo, derivados do SCH-53239 (4-(hidroxilamino)-

N-{2-[(naftalen-2-il)oxi]etil}benzeno-1-sulfonamida), foram desenhados para competir com GDP pelo sítio 

de ligação de RAS. Entretanto, as formas solúveis utilizadas em ensaios pré-clínicos ligavam-se ao 

Switch II, em vez do sítio catalítico. Outras alterações moleculares nos mesmos compostos tornou 

possível o desenvolvimento de inibidores capazes de se ligar ao sítio ativo, competindo com GDP e 

inibindo o crescimento celular dependente de RAS. Entretanto, todos os compostos dessa família eram 

derivados de hidroxilamina, crítica para sua atividade antitumoral, e, entretanto, extremamente tóxica e 

metabolicamente instável (Taveras et al, 1997; Peri et al, 2005). 
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1.2.5.1.2. Inibidores de GEFs 

GEFs regulam positivamente o ciclo RAS-GDP/RAS-GTP, facilitando a dissociação do 

complexo inativo RAS/GDP (Schlessinger, 2000; Ahmed et al, 2015). Uma vez que essa regulação é 

dependente da interação das GEFs com o motivo regulatório Switch II/G3, o primeiro inibidor de GEF foi 

um peptídeo projetado para ligar-se a esta região no complexo RAS/GDP (Patgiri et al, 2011). Embora 

este peptídeo fosse, de fato, capaz de impedir a ativação de RAS e bloquear a sinalização da via 

ERK/MAPK, sua baixa potência parece inviabilizar a continuidade dos estudos pré-clínicos (Bearz et al, 

2011; Chang et al, 2013; Cox et al, 2014). Vários outros inibidores da associação entre RAS e GEFs, 

como DCAI (1-(4,6-dicloro-2-metil-2,3-dihidro-1H-indol-3-il)metanamina) e seus análogos foram 

desenhados para impedir a ligação entre RAS e SOS (Maurer et al, 2012; Sun et al, 2012). Entretanto, 

todos esses compostos ligam-se fracamente a RAS, com um IC50 = 340 µM, o que é um obstáculo muito 

grande para o uso de tais compostos em estudos clínicos. 

 

1.2.5.1.3. Inibidores da formação dos complexos RAS/RAF e RAS/PI3K 

Peptídeos cíclicos têm sido largamente estudados por seu grande potencial como agentes 

terapêuticos. Embora as membranas celulares sejam geralmente impermeáveis a esses compostos, 

estudos recentes demonstraram que o peptídeo cíclico FΦRRRRQ (onde Φ representa L-2-naftilalanina) 

é capaz de permear facilmente a membrana por interação direta e internalização lipídica (Qian et al, 

2013; Qian et al, 2014). Mais importante, demonstrou-se que esse peptídeo é capaz de ligar-se a 

domínios efetores de KRAS, impedindo a ligação de RAF e PI3K e, consequentemente, inibindo a 

fosforilação de AKT e MEK (Trinh et al, 2016). Entretanto, esses estudos são muito recentes e pouco se 

sabe sobre a atividade in vitro e in vivo destes compostos. 

Outros compostos, como Kobe 0065 (N-(3-cloro-4-metilfenil)-2-[2,6-dinitro-4-

(trifluorometil)fenil]hidrazina-1-carbotioamida) e seus derivados, mostraram-se eficientes na redução da 

fosforilação de efetores da via RAF, como MEK, ERK e AKT, por bloqueio da interação RAS/RAF. 

Estudos in vitro mostraram que esses compostos eram capazes de inibir a formação de colônias e o 

crescimento independente de ancoragem em fibroblastos de Mus musculus geneticamente modificados 

para a expressão de KRASG12V oncogênica. Por outro lado, a presença de um substituinte 

carbotioamídico, altamente citotóxico, não permitiu a continuidade dos estudos com esses compostos 

(Shima et al, 2013). Todavia, esses compostos podem servir de base para o desenvolvimento de 

análogos moleculares menos tóxicos, capazes de inibir a oncogenicidade mediada por KRAS.  
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Por fim, outros compostos desenhados para inibir a ligação de RAS a efetores, como os 

derivados do sulindac (ácido {(1Z)-5-fluor-2-metil-1-[4-(metilsulfinil)benzilideno]-1H-indeno-3-il} acético), 

mostraram-se eficientes na inibição do complexo RAS/RAF e redução da fosforilação de ERK 

(Herrmann et al, 1998; Li et al, 2013). Apesar desses compostos inibirem a proliferação e invasão de 

células transformadas por KRAS (Karaguni et al, 2002), acredita-se que o fracasso desses inibidores 

seja devido a efeitos off-target ainda desconhecidos (Cox et al, 2014). 

 

1.2.5.1.4. Inibidores específicos de KRAS oncogênica. 

A busca por inibidores específicos de KRAS mutante é uma estratégia terapêutica muito 

interessante, uma vez que minimiza os efeitos tóxicos desses inibidores em células não tumorais. 

Recentemente foi descrito um grupo de moléculas capazes de se ligar especificamente a RASG12C, uma 

forma mutada de RAS comumente encontrada em NSCLC (Cox et al, 2014; Wang et al, 2015), e 

impedir a formação do complexo RAS/SOS e a ativação de BRAF e CRAF (Ostrem et al, 2013). Outros 

trabalhos mostram que SML8731, um análogo de GDP, é também capaz de ligar-se especificamente a 

KRASG12C no sítio de ligação do nucleotídeo de guanina. Embora a afinidade de GTP ou GDP pelo sítio 

ativo de KRAS seja de ordem picomolar, SML8731 liga-se covalentemente nesta região, impedindo a 

ativação de KRAS (Burns et al, 2014). Embora promissores, inibidores específicos para KRASG12C 

beneficiariam apenas uma parcela de pacientes portadores de câncer de pulmão mediado por KRAS. 

Além disso, tais estudos são muito recentes e nada se sabe sobre os efeitos clínicos desses inibidores. 

A inibição específica de KRAS também foi estudada por meio do seu silenciamento com 

siRNAs específicos. Brummelkamp et al (2002) desenvolveram um vetor que mediava a supressão de 

KRAS por meio interferência de RNA. Usando modelos celulares expressando estável e especificamente 

KRASG12V, observou-se que a perda de função específica de KRASG12V levava ao menor crescimento 

independente de ancoragem e tumorigenicidade, indicando que o delivery viral de siRNAs poderia ser 

utilizado como terapia alvo-específica para reverter o fenótipo oncogênico de células tumorais. 

Entretanto, um desafio grande a ser alcançado é garantir o endereçamento correto do siRNA às células 

tumorais in vivo. Infelizmente, até hoje não existem drogas baseadas em siRNAs alvo-específicos em 

pesquisa clínica. 
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1.2.5.2. Inibidores de modificações pós-traducionais de RAS 

A função de KRAS é totalmente dependente de sua localização celular junto à membrana 

plasmática (Friday et al, 2005). Uma vez que todas as proteínas RAS sofrem modificação pós-

traducional de múltiplas etapas, envolvendo diversas transferases e proteases (Schaber et al, 1990; 

Moores et al, 1991; Clarke et al, 1992; Jackson et al, 1994; Whyte et al, 1997; Trueblood et al, 2000; 

Resh et al, 2004), várias foram as abordagens para impedir a atividade de KRAS por meio da inibição da 

sua ancoragem à membrana. 

 

1.2.5.2.1. Inibidores da farnesiltransferase e geranilgeraniltransferase 

A farnesilação é a primeira etapa do processamento pós-traducional de KRAS. Vários 

estudos já demonstraram o uso eficiente de inibidores da farnesiltransferase em modelos celulares 

induzidos por RAS (Norman, 2002; Haluska et al, 2002; Adjei, 2003; Sebti, 2003; Johnson et al, 

2004; Le Moulec et al, 2009; Chen et al, 2013; Cox et al, 2015). R115777 (Gunning et al, 2003) e 

tipifarnibe (End et al, 2001) mostraram-se eficientes na redução de tumores in vivo. Por outro lado, FTI-

276, um peptidomimético do domínio C-terminal de KRAS4B, reduziu o crescimento de fibroblastos de 

Mus musculus, geneticamente modificados para o ganho de função de KRAS oncogênica, além de 

reduzir a formação de tumores in vivo (Sun et al, 1995). Entretanto, todos esses inibidores falharam em 

estudos clínicos, mostrando pouca ou nenhuma atividade antitumoral (Rao et al, 2004; van Cutsem et 

al, 2004). A explicação para o fracasso clínico desses inibidores é que na presença de inibidores da 

farnesiltransferase, KRAS e NRAS podem ser alternativamente geranilgeraniladas por 

geranilgeraniltransferases do grupo II (GGT2) (Moores et al, 1991; Whyte et al, 1997). 

Para contornar o problema da isoprenilação alternativa de KRAS e NRAS, uma segunda 

estratégia terapêutica abrangeu o uso combinado de inibidores da farnesiltransferase e 

geranilgeranilases. De fato, o uso combinado dessas drogas reduziu a atividade antitumoral de RAS in 

vitro (Lobell et al, 2002) e obteve sucesso em ensaios pré-clínicos (Sun et al, 1998). Entretanto, durante 

os ensaios clínicos observou-se que o uso combinado desses inibidores induzia graves efeitos 

sistêmicos e cardiotóxicos. Isso é grandemente explicado pelo fato de que farnesiltransferases e 

geranilgeranilases possuem cerca de 300 substratos distintos já identificados (BRENDA Database) e a 

inibição conjunta do processamento pós-traducional de diversas outras proteínas, que dependem destas 
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enzimas para associarem-se à membrana, é extremamente deletério (Britten et al, 2001; Berndt et al, 

2011). 

Apesar do fracasso com o uso de inibidores do processamento pós-traducional de KRAS, 

outros estudos mostraram que salirasibe, um análogo molecular de S-farnesilcisteína do domínio C-

terminal de KRAS, apresentou resultados positivos em ensaios pré-clínicos, reduzindo a associação de 

KRAS à membrana e diminuindo a sinalização de efetores in vitro (Gana-Weisz et al, 1997) e, mais 

importante, reduzindo o desenvolvimento tumoral in vivo (Haklai et al, 2007). Recentemente, o uso 

combinado de salirasibe e gencitabina foi submetido a estudos clínicos para o tratamento de pacientes 

com adenocarcinoma pancreático (Laheru et al, 2012). Entretanto, o pequeno número de pacientes 

submetidos ao estudo, associado à falta de outros ensaios clínicos, não nos permite ainda determinar a 

eficácia de salirasibe no tratamento de tumores mediados por KRAS oncogênica. 

 

1.2.5.2.2. Inibidores de RCE1 e ICMT 

A segunda etapa do processamento pós-traducional de KRAS é a clivagem proteolítica do 

tripeptídeo AAX e a metilação da cisteína C-terminal pelas enzimas RCE1 e ICMT (Trueblood et al, 

2000). Wahlstrom e colaboradores demonstraram que, em modelos de células hematopoiéticas de 

camundongo, a expressão de KRASG12D associada à inibição de ICMT reduz a transformação mediada 

por KRAS (Wahlstrom et al, 2008); por outro lado, a inibição de RCE1, nos mesmos modelos 

experimentais, piora o distúrbio mieloproliferativo (Wahlstrom et al, 2007). Essas enzimas, entretanto, 

possuem dezenas de substratos descritos (BRENDA Database) e sua inibição afeta inúmeras vias 

particulares, que culminam com respostas celulares distintas. Outros inibidores de RCE1 (Manandhar et 

al, 2007; Mohammed et al, 2016) e ICMT (Majmudar et al, 2012; Lau et al, 2014) já foram descritos, 

mas a falta de estudos clínicos não nos permite ainda determinar a eficácia de tais abordagens 

terapêuticas. 
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1.2.5.2.3. Inibidores da palmitoiltransferase 

A palmitoilação é a última etapa do processamento pós-traducional de HRAS, NRAS e 

KRAS4A (Resh et al, 2004), mas não KRAS4B (Jackson et al, 1994). Vários estudos mostram que a 

palmitoilação de RAS é essencial para o seu pontencial oncogênico (Chiu et al, 2002; Cuiffo et al, 

2010; Brock et al, 2015; Zhao et al, 2015). De fato, estudes recentes mostram que a inibição do ciclo 

palmitoilacao/depalmitoilação seletivamente reduz o crescimento de células hematopoiéticas 

expressando NRAS oncogênica (Xu et al, 2012). De qualquer forma, como a quase totalidade dos 

tumores humanos mediados por RAS são causados por mutações em KRAS4B (Cox et al, 2014), essas 

abordagens terapêuticas beneficiariam apenas uma pequena parcela dos pacientes portadores de 

tumores mediados por RAS. 

 

1.2.5.3. Inibidores de efetores de sinalização 

Todas as tentativas de inibição direta da atividade oncogênica ou expressão de KRAS 

falharam clinicamente, e esta proteína tem sido considerada como um alvo undruggable (Cox et al, 

2012). Por esse motivo, uma abordagem alternativa, por meio da identificação de alvos downstream de 

KRAS cuja inibição seja capaz de reverter a oncogenicidade mediada por KRAS, tem sido largamente 

investigada (Friday et al, 2005; Alvarado et al, 2007; Baines et al, 2011). O entendimento mais amplo 

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

desenvolvimento de novas terapias-alvo, mais seguras e eficientes na oncologia clínica. De fato, 

inúmeros efetores já foram identificados (Vigil et al, 2010). Os efetores mais bem estudados e 

explorados como alvos terapêuticos indiretos de KRAS incluem as serina-treonina quinases ARAF, 

BRAF e CRAF, cuja via culmina com a ativação de ERK (Friday et al, 2005), proteínas da via de p110 

PI3K, incluindo AKT e mTOR (Gupta et al, 2007; Castellano et al, 2013), e RalGEFs (Bodemann et al, 

2008; Neel et al, 2011). A Fig. 1.9 mostra duas vias canônicas de RAS, RAS/RAF/MEK/ERK e 

RAS/PI3K/AKT/MTOR/S6K, e as principais terapias alvo-dirigidas contra essas vias, atualmente em 

estudos clínicos. 
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Fig. 1.9. Inibidores de efetores de RAS em estudos clínicos. Os efetores mais bem estudados e caracterizados de KRAS 
incluem as proteínas das vias PI3K/AKT/mTOR/S6K, RAF/MEK/ERK e RalGEFs. Atualmente, inúmeros inibidores das quinases da 
via PI3K e RAF estão sendo submetidos a ensaios clínicos. Modificado de Cox et al, 2014. 

 

Os inibidores diretos de RAF incluem sorafenibe, vemurafenib e dabrafenibe. Sorafenibe, 

embora tenha sido inicialmente desenvolvido para bloquear da atividade de RAF, bloqueia também 

tirosina-quinases envolvidas na angiogênese, sendo sua atividade antitumoral devida, sobretudo, a este 

bloqueio (Wilhelm et al, 2004; Erdem et al, 2012). Vemurafenibe e dabrafenibe induzem menor 

fosforilação de proteínas downstream de RAF, como ERK e MEK, e são atualmente utilizados no 

tratamento de pacientes portadores de melanoma metastático induzido por BRAF (Litio et al, 2013; 

Shelledy et al, 2015; Tran et al, 2015; Vennepureddy et al, 2016). Entrentanto, em tumores induzidos 

por RAS, o efeito é contrário, e a maior fosforilação de ERK e MEK é observada (Hatzivassiliou et al, 

2010; Heidon et al, 2010; Poulikakos et al, 2010; Roskoski, 2015), o que é devido ao fato de que, 

dependendo do contexto tumoral, esses compostos induzem dimerização de RAF, ativando-o 

(Oberholzer et al, 2012; Su et al, 2012).  

Trametinibe é um inibidor não ATP-competitivo, direto e altamente seletivo de MEK1 e 

MEK2, aprovado para uso clínico em pacientes com melanoma metastático induzido por BRAF 

(Atkinson, 2015; Schick et al, 2015). Entretanto, o uso de trametinibe em modelos celulares 

transformados por KRAS produz apenas efeitos parciais na redução de tumores xenográficos 

(Engelman et al, 2008; Stinchcombe et al, 2014). Isso ocorre porque, mesmo na presença de 

inibidores farmacológicos, um mecanismo de feedback de MEK induz sua fosforilação por RAF, 

ativando-o (Hatzivassiliou et al, 2013). Cobimetinibe e seus análogos farmacológicos, por outro lado, 

bloqueiam este mecanismo de feedback e são mais eficientes na redução de tumores mediados por 
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KRAS (Ishii et al, 2013). Entretanto, todos esses inibidores ainda não foram aprovados para uso clínico 

em pacientes portadores de câncer de pulmão induzido por KRAS. 

Tumores ativados por KRAS mostram frequentemente uma correlação com baixos níveis de 

expressão de PTEN, um supressor de tumor da via da PI3K, que é regulada por KRAS. Ademais, 

estudos recentes mostram a importância desta via na oncogenicidade mediada por KRAS (Lim et al, 

2005; Cooper et al, 2013). Por este motivo, esta via tem sido largamente estudada na busca de efetores 

cuja inibição reduza a oncogenicidade mediada por KRAS. Atualmente, existem mais de 50 inibidores 

descritos diretos e indiretos de PI3K (Massacesi et al, 2016). Buparlisibe é um inibidor de pan-PI3K que 

tem se mostrado muito seguro e eficaz na redução de tumores de mama em ensaios pré-clínicos (Geuna 

et al, 2015). Por outro lado, idelalisibe é um inibidor seletivo de PI3Kδ altamente eficaz no tratamento da 

leucemia linfocítica crônica (LLC) (Shah et al, 2015). Entretanto, como monoterapia, esses inibidores 

fracassaram na redução da formação de tumores mediados por KRAS (Cox et al, 2014). Estudos em 

modelos animais mostram que o uso combinado de inibidores de PI3K e ERK-MAPK são mais 

promissores (Engelman et al, 2008). Consequentemente, inúmeros ensaios clínicos de inibição 

combinada das vias PI3K e RAF estão em andamento (Britten et al, 2013). 

O terceiro grupo de efetores de RAS mais bem caracterizados são as RalGEFs. Essas 

proteínas já foram demonstradas como importantes efetores de KRAS, necessárias ao crescimento e 

metástase tumorais (Kashatus, 2013; Györffy et al, 2015; Shirakawa et al, 2015). De fato, a supressão 

da expressão de RGL2 reduz o crescimento celular in vitro (Vigil et al, 2012) e camundongos 

transgênicos deficientes em RalGDS apresentam menor formação de tumores induzidos por HRAS 

(González-Garcia et al, 2005). Além disso, a inibição dual de RALA e RALB reduz a formação de 

tumores induzidos por RAS (Peschard et al, 2012). Recentemente, pela primeira vez foi descrita uma 

série de inibidores não competitivos altamente seletivos de RAL e capazes de bloquear a atividade 

tumoral de KRAS em células pulmonares (Yan et al, 2015). Embora promissores, até hoje não existem 

inibidores de RalGEFs em estudos clínicos e pouco se sabe sobre a segurança e eficácia de tais 

abordagens terapêuticas. 
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1.2.5.4. Inibidores de genes de interação letal sintética 

Letalidade sintética é o fenômeno através do qual a alteração da expressão ou atividade em 

um de dois diferentes genes não causa morte celular, mas a alteração em ambos, sim (Brough et al, 

2011; Liu, 2013). Em tumores, a primeira alteração é essencialmente a mutação-chave do processo 

oncogênico. A segunda alteração é uma perturbação celular induzida por um ou mais inibidores 

combinados capazes de induzir morte apenas nestas células tumorais, não havendo nenhum efeito 

sobre células não tumorais (Paul et al, 2014). Um exemplo muito bem-sucedido dessa estratégia 

terapêutica é o uso combinado de inibidores de mTOR e VEGF que afetam vias de sinalização de HIF1α 

em carcinomas renais (Patel, 2006). Essa estratégia é relevante, sobretudo, no caso de oncogenes 

considerados undruggable, como KRAS (Vasan et al, 2014). Técnicas de triagem em larga escala por 

interferência de RNA (high-throughput RNAi screening) tem facilitado a busca de novos alvos que, 

quando deletados, são sinteticamente letais com KRAS oncogênica (Fig. 1.10). Isso tornou possível a 

identificação de inúmeros potenciais alvos terapêuticos indiretos da KRAS oncogênica. Em geral, os 

genes de interação sintética letal regulam vias que cooperam com RAS na transformação maligna, como 

TAK1 e TBK1, que medeiam sinais se sobrevida induzidos por citocinas (Barbie et al, 2009; Kim et al, 

2013; Morioka et al, 2014), GATA2 e SNAIL2, que regulam a transição epitelial-mesenquimal (Kanki et 

al, 2011; Casas et al, 2011), survivina, PLK1 e APC/C, relacionados à estabilidade cromossômica 

durante a mitose (Giubettini et al, 2011; Zhang et al, 2014; Mobahat et al, 2014), e WT1 e BCLXL, que 

regulam processos relacionados à senescência e apoptose (Vicent et al, 2010; Corcoran et al, 2013). 
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Fig. 1.10. Triagem em larga escala por RNAi aplicado à descoberta de genes de letalidade sintética em tumores mediados 
por KRAS. As triagens funcionais para genes de interação sintética letal usam bibliotecas de siRNA ou shRNA para identificar 
genes cujas perdas de funções levam à morte seletiva de células mutantes para KRAS. Essas bibliotecas podem conter 
sequências de todo o genoma humano ou de apenas um grupo de genes selecionados. Genes de interação sintética letal podem 
funcionar em diferentes vias de sinalização importantes para a oncogenicidade mediada por KRAS. Essas incluem vias que 
culminam com a maior proliferação celular (TAK1 e TBK1), alteração do programa transcricional e transição epiletial-mesenquimal 
(GATA2 e SNAIL2), alteração da estabilidade cromossômica (surviviva, PLK1 e APC/C) ou ainda supressão da senescência e 
apoptose (WT1 e BCLXL). 

 

Consequentemente, tornou-se possível o desenvolvimento de inibidores alvo-dirigidos 

específicos para proteínas de vias reguladas por KRAS, capazes de induzir morte apenas em células 

tumorais. De fato, inibidores de TBK1 derivados de aminopirazolopirimidina (Chien et al, 2006; Barbie et 

al, 2009; Ou, 2011), palbociclibe (inibidor dual de CDK4 e CDK6) (Oji et al, 2012; Vicent et al, 2010), 

inibidores de vias reguladas por GATA2 (bortezomibe - inibidor do proteassomo - associado a fasudilne - 

inibidor de ROCK) (Puyol et al, 2010; Steckel et al, 2012), e navitoclax, inibidor de panBCL que atua 

sobre BCLXL, (Corcoran et al, 2013) são exemplos de inibidores de genes sinteticamente letais para 

KRAS oncogênica em atual fase de ensaios pré-clínicos. 

 

Todos estes esforços, embora promissores, ainda não resultaram em um inibidor seguro e 

eficaz direto ou indireto de KRAS. Devido à complexa rede de vias reguladas por KRAS, a estratégia 

indireta para encontrar o “calcanhar de Aquiles” de KRAS provavelmente envolverá a inibição combinada 

de alvos críticos. 

Dentro deste contexto, a identificação de novos alvos de KRAS, potencialmente exploráveis 

como alvos terapêuticos indiretos, poderia contribuir muito para o desenvolvimento de terapias KRAS-

dirigidas, que ainda não existem para pacientes portadores de câncer de pulmão ou outras neoplasias 
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induzidas por KRAS. Nesse sentido, nós propomos neste trabalho que Aurora A e Aurora B, os membros 

mais bem caracterizados de uma família de serina-treonina quinases, poderiam ser promissores alvos 

terapêuticos no tratamento de tumores mediados por KRAS oncogênica. 

A seguir, descreveremos quem são as quinases Aurora e as razões que fundamentaram 

nossa hipótese de que as quinases Aurora A e Aurora B são potenciais alvos terapêuticos para o câncer 

de pulmão induzido por KRAS. 

  

 

1.3. As quinases Aurora 

As quinases Aurora pertencem a uma família de serina-treonina quinases essesciais para a 

mitose. A quinase Aurora A (AURKA) e Aurora B (AURKB) são ubiquamente expressas em humanos, ao 

passo que a quinase Aurora C (AURKC) é expressa apenas em testículos, durante a espermogênese 

(Jingyan et al, 2007; Kollareddya et al, 2008). Neste trabalho, portanto, concentrar-nos-emos 

preferencialmente em descrever a AURKA e AURKB, suas funções, regulação e envolvimento na 

tumorigenicidade mediada por KRAS. 

 

1.3.1. Estrutura e localização 

A AURKA, AURKB e AURKC estão mapeadas nos cromossomos 20q13.2, 17p13.1 e 

10q13, respectivamente (Bischoff et al, 1998; Kimura et al, 1998; Bernard et al, 1998). Possuem de 309 

a 403 resíduos de aminoácidos e compartilham de 57 a 75% de homologia estrutural entre si (Bolanos-

Garcia, 2004). Apresentam um domínio aminoterminal, mais relacionado à regulação da expressão das 

proteínas, e um domínio carboxiterminal cataliticamente ativo. Tanto o domínio aminoterminal quanto o 

carboxiterminal apresentam sítios de reconhecimento de proteínas relacionadas à degradação das 

quinases Aurora, denominados A-box e D-box, respectivamente. Particularmente, o D-box está contido 

dentro de uma sequência consenso denominada RxxLxG, onde x representa qualquer resíduo de 

aminoácido. O domínio de quinase dessas proteínas apresenta um T-loop que contém uma sequência 

consenso RxTxCGTx, onde x representa qualquer resíduo de aminoácido. A fosforilação do primeiro 

resíduo de treonina desta sequência é essencial para a atividade catalítica das quinases Aurora (Castro 

et al, 2002; Crane et al, 2004; Nguyeh et al, 2005) (Fig. 1.11). 
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Fig. 1.11. Estrutura comparativa das quinases Aurora A, Aurora B e Aurora C. As quinases Aurora, embora funcionalmente 
distintas, compartilham de 57 a 75% de homologia entre si, apresentando sequências consenso fundamentais para sua regulação 
e atividade, que incluem A-box e D-box, regiões essenciais para o reconhecimento por ACP/CCdh1 e consequente degradação das 
quinases Aurora no final da mitose, e um T-loop contendo uma sequência consenso RxTxCGTx que, ao ser fosforilada, induz 
ativação das quinases Aurora. 

 

 

 

O domínio catalítico contém, ainda, um lobo N responsável por posicionar o ATP no sítio 

catalítico das Auroras, e um lobo C responsável por ligar-se a substratos específicos. Somente após o 

correto posicionamento desses lobos, as quinases Aurora podem usar o ATP como fonte de energia e 

doador de grupos fostato para as reações de fosforilação (Cheetham et al, 2002; Nowakovski et al, 

2002; Bayliss et al, 2003; Sessa et al, 2005). 

A conservação desses sítios é extremamente importante para a especificidade de interação 

com substratos distintos. A análise comparativa da sequência de resíduos de aminoácidos entre AURKA, 

AURKB e AURKC em vertebrados mostra uma proporção de 0,84±0,5 de identidade. Esse número é 

significativamente maior em comparação à análise comparativa da sequência de resíduos de 

aminoácidos de AURKA ou AURKB entre diferentes espécies de vertebrados e invertebrados, que 

possui apenas 0,69±0,3 de identidade, sugerindo um ramo evolutivo da família de quinases Aurora 

dentro dos vertebrados (Brown et al, 2004). Ademais, a análise estrutural das quinases Aurora sugere 

uma divergência evolutiva bastante recente entre AURKA, AURKB e AURKC (Cheetam et al, 2000). 

Apesar das grandes similaridades estruturais, as quinases Aurora são consideravelmente 

diferentes em relação à sua distribuição subcelular (Fig. 1.12). Todas são proteínas nucleares altamente 

expressas durante a mitose e pouco detectáveis durante a interfase. Na interfase, a AURKA se localiza 

no material pericentriolar do final da fase S até o início da fase G2, enquanto que AURKB se encontra 

difusa no núcleo até o início da mitose. Já na mitose, na prófase, a AURKA se localiza junto aos 
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centrossomos. Da prometáfase até a metáfase, a AURKA apresenta um pico de expressão e localiza-se 

nos pólos do fuso mitótico. Já no final da anáfase e em toda a telófase, a AURKA está 

predominantemente junto ao fuso, quando passa a sofrer regulação negativa. Por outro lado, a AURKB é 

proteína pertencente ao complexo de passagem cromossômica e se localiza nos cinetócoros da prófase 

até a metáfase, no midzone durante a anáfase e no midbody celular durante a telófase e citocinese 

(Carmena et al, 2003). 

 

 

Fig. 1.12. Microscopia de fluorescência para as quinases AURKA e AURKB durante as várias fases da mitose. O DNA total 
está representado em azul e as quinases AURKA e AURKB, em verde. A prófase é um evento marcado pela maturação e 
separação dos centrossomos além da permissibilidade da entrada em mitose, eventos mediados pela AURKA, que se localiza 
junto aos centríolos. Nesse mesmo momento, a AURKB se encontra no núcleo participando da remodelação da cromatina e 
fosforilação de histonas. Durante a prometáfase e metáfase a AURKA migra para polos opostos da célula participando da formação 
do fuso mitótico, enquanto que a AURKB permanece junto aos centrômeros, promovendo a correção dos erros de ligação dos 
microtúbulos. A entrada em anáfase é precedida do checkpoint do fuso, evento no qual a quinase AURKB tem fundamental 
importância, verificando a existência de cinetócoros não ligados aos microtúbulos e regulação da atividade de proteínas de 
checagem. No início da citocinese, a AURKA começa a sofrer regulação negativa, por meio de sua degradação por APC/CCdh1. A 
quinase AURKB, entretanto, ainda atua neste momento promovendo a correta fragmentação do citoplasma e desfazendo o fuso 
mitótico. Somente no final da citocinese as APC/CCdh1 começam a degradar a AURKB. Modificado de: Jingyan F et al, 2013. 

 

 

1.3.2. Função e regulação 

Não somente por sua localização subcelular, as quinases AURKA e AURKB são distintas 

em relação às suas funções na mitose (Fig. 1.13). As principais funções da quinase AURKA incluem 

maturação dos centrossomos, controle da entrada em mitose, separação dos centrossomos, formação 

do fuso bipolar, correto alinhamento dos cromossomos na placa metafásica, citocinese e saída da mitose 

(Berdnik et al, 2002; Kufer et al, 2002; Hirota et al, 2003; Marumoto et al, 2003; Eyers et al, 2003; 



 
40 
 

Kunitoku et al, 2003; Dutertre et al, 2004; Fu et al, 2007). Já a AURKB está relacionada à segregação 

cromossômica, citocinese, correta ligação dos microtúbulos aos cinetócoros e regulação do checkpoint 

do fuso mitótico (Giet et al, 2001; Murata-Hori et al, 2002; Ditchfield et al, 2003; Hauf et al, 2003; 

Goto et al, 2003). A seguir descreveremos mais detalhadamente algumas destas funções e seus 

mecanismos regulatórios associados. 

 

 

 

 

Fig. 1.13. Funções das quinases AURKA e AURKB na mitose. AURKA e AURKB apresentam funções distintas na regulação 
das diversas fases da divisão celular. As principais funções da AURKA incluem maturação dos centrossomos, controle da entrada 
em mitose, separação dos centrossomos, formação do fuso bipolar, correto alinhamento dos cromossomos na placa metafásica, 
citocinese e saída da mitose. Já a AURKB está relacionada à segregação cromossômica, citocinese, correta ligação dos 
microtúbulos aos cinetócoros e regulação do checkpoint do fuso mitótico. Modificado de Bolanos Garcia, 2005. 

 

 

Os níveis proteicos da quinase AURKA e sua atividade enzimática aumentam do final da 

fase G2 até a prometafase, quando a expressão de AURKA atinge seu máximo (Carvajal et al, 2006). 

Tanto a AURKA, como a AURKB são ativadas por autofosforilação de uma treonina da sequência 
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consenso RxTxCGTx dentro do loop de ativação do domínio carboxiterminal (Cheetham et al, 2002). A 

ativação de AURKA requer, ainda, a presença de um de vários ativadores de sua atividade de 

autocatálise, tais como AJUBA, PPI2, HEF1 e BORA (Katayama et al, 2001; Hirota et al, 2003; 

Satinover et al, 2004; Pugacheva et al, 2005; Hutterer et al, 2006). A ativação adicional de AURKA 

requer TPX2, o mais conhecido e caracterizado substrato e ativador da autofosforilação de AURKA 

(Kufer et al, 2002; Tsai et al, 2003, Eyers et al, 2003). TPX2 ainda protege AURKA contra a 

desfosforilação mediada por PP1 no final da mitose, uma vez que a formação do complexo 

AURKA/TPX2 induz uma alteração conformacional que enterra o sítio de ativação de AURKA em um 

bolsão, tornando-o inacessível à PP1 (Katayama et al, 2001; Crane et al, 2004). No final da fase G2 e 

início da mitose, a AURKA se localiza predominantemente junto ao material pericentriolar e atua na 

maturação e duplicação do centrossomo, num processo dependente de AJUBA (Hirota et al, 2003). 

Uma vez que a maturação do centrossomo requer a presença de vários componentes de material 

pericentriolar, a inibição de AURKA reduz a presença de TUBG. Em Drosophila, AURKA é requerida 

para a correta localização de CDK5RAP2 no centrossomo, o que é necessário para a ligação de TUBG 

no material pericentriolar (Berdnik et al, 2002; Terada et al, 2003). Além disso, AURKA recruta e 

fosforila D-TACC, induzindo a formação do complexo D-TACC/MSPS/XMAP215, que impede a atividade 

de despolimerização de MCAK e estabiliza os microtúbulos ao redor do centrossomo (Le et al, 2001; 

Giet et al, 2002; Kinoshita et al, 2005; Barros et al, 2005). Outra função importante de AURKA na 

formação do fuso mitótico é orientada de acordo com o gradiante da GTPase RAN. Durante a formação 

do fuso mitótico, a elevada expressão de RCC1 próximo aos cromossomos ativa a GTPase RAN, que 

leva à maior concentração de fatores de formação do fuso mitótico, TPX2 e NUMA (Clarke et al, 2001). 

Na transição G2/M, as estruturas que formam os centrossomos migram para polos opostos da célula 

formando um fuso bipolar.  

De fato, vários estudos mostram que a deleção ou inibição da atividade de AURKA induz a 

formação de fusos monopolares (Roghi et al, 1998; Giet et al, 1999; Hannak et al, 2001; Dutertre et al, 

2002; Marumoto et al, 2003). Isso sugere que AURKA é fundamental para a correta maturação e 

separação dos centrossomos. Por fim, vários estudos mostram que a inibição de AURKA é capaz de 

bloquar a transição G2/M (Du et al, 2004; Cazales et al, 2005, dos Santos EO et al, 2013) e que a 

superexpressão de AURKA pode suprimir o checkpoint induzido por lesões no DNA (Cazales et al, 

2005), sugerindo que AURKA regula a transição G2/M. De fato, nos centrossomos, a AURKA fosforila 

CDC25B, induzindo o recrutamento da ciclina B1 para o núcleo e ativação de CDK1, que são 
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importantes eventos para a entrada em mitose (Carvajal et al, 2006). Já no final da mitose, a AURKA é 

degradada e o mecanismo de destruição da proteína envolve o reconhecimento das sequências bem 

conservadas D-box e A-box por ACP/CCdh1 e posterior ubiquitinação e degradação proteassômica (Honda 

et al, 2000; Castro et al, 2002). 

A AURKB pertence ao complexo de passagem cromossômico e é regulada, sobretudo, por 

outros membros do mesmo complexo. INCENP é o ativador mais bem caracterizado de AURKB (Bolton 

et al, 2002). Análises cristalográficas mostram que INCENP forma um complexo com AURKB, que induz 

alostericamente a conformação ativa do T-loop (Honda et al, 2003). Por outro lado, o papel da survivina, 

terceiro mais bem caracterizado membro do complexo de passagem cromossômico, no contexto 

regulatório de AURKB ainda não foi completamente estabelecido (Carmena et al, 2009). Durante a 

prófase, a AURKB se encontra dispersa no material nuclear, onde participa do remodelamento da 

cromatina por meio da fosforilação de histona H3 (Ser10 e Ser28) e CENP-A (Ser7), que são eventos 

necessários para a condensação cromossômica (Wei et al, 1998; Wei et al, 1999; Hsu et al, 2000; 

Zeitlin et al, 2001; Goto et al, 2002). CENP-A é também fosforilado por AURKA e essa fosforilação é 

fundamental para o recrutamento de AURKB para os centrômeros durante a prometáfase e adequada 

ligação entre microtúbulos e cinetócoros (Kunitoku et al, 2003), o que sugere um papel cooperativo 

entre AURKA e AURKB na regulação da mitose. Além disso, a AURKB também participa em dois 

processos fundamentais para a correta segregação de cromátides irmãs, a correção de erros de ligação 

e o checkpoint do fuso (Giet et al, 2001; Murata-Hori et al, 2002).  

De fato, a normoexpressão de AURKB é essencial para a célula entrar em anáfase com 

cromossomos corretamente alinhados (Ditchfield et al, 2003; Hauf et al, 2003). Isso, em parte, é 

explicado pelo fato de que AURKB fosforila MCAK, impedindo a despolimerização dos microtúbulos 

durante a formação do fuso mitótico (Andrews et al, 2004; Lan et al, 2004; Ohi et al, 2004; Gorbsky et 

al, 2004). A AURKB está também envolvida no recrutamento de proteínas de checkpoint para os 

cinetócoros. Essas proteínas estão localizadas em cinetócoros não ligados e têm por função inibir 

APC/C, impedindo que a célula entre em anáfase (Vigneron et al, 2004; Morrow et al, 2005). Por fim, a 

AURKB tem sido implicada na regulação da citocinese. De fato, a inibição de AURKB leva à poliploidia 

causada por uma falha de citocinese (Schumacher et al, 1998; Giet et al, 2001).  

Embora o mecanismo pelo qual a AURKB regula a citocinese não seja muito bem 

entendido, existem fortes evidências de que isso envolva sua interação a GTPase Rho (Yokoyama et al, 

2005) e outras diversas proteínas regulatórias da divisão citoplasmática, tais como desmina, vimentina, 
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ZEN-4/MKLP1, TACC1 e MgcRacGAP (Severson et al, 2000; Kawajiri et al, 2003; Goto et al, 2003; 

Minoshima et al, 2003; Delaval et al, 2004; Guse et al, 2005). Assim como a AURKA, a AURKB é 

praticamente indetectável no final da mitose e sua destruição envolve o reconhecimento de A-box e D-

box por ACP/CCdh1. (Castro et al, 2002; Crane et al, 2004). Entretanto, diferentemente da AURKA, a 

degradação da AURKB requer ainda o reconhecimento de uma sequência consenso denominada KEN-

box (Nguyen et al, 2005), o que explica em parte a regulação temporal distinta entre ambas proteínas. 

 

 

1.3.3. Quinases Aurora e câncer. 

Uma vez que as quinases AURKA e AURKB possuem funções importantes no controle do 

ciclo celular (Katayama et al, 2003; Crane et al, 2004; Kiruma et al, 2005; Fu et al, 2007), não é 

inesperado que quaisquer alterações de função ou atividade dessas quinases estejam relacionadas ao 

desenvolvimento de tumores.  

A AURKA foi inicialmente descrita como BTAK (breast tumor activated kinase, ou quinase 

ativada do tumor de mama), uma vez que sua superexpressão promove a transformação maligna de 

células mamárias (Sen et al, 1997). Tanto a superexpressão de AURKA ou AURKB, como sua 

amplificação, já foram implicadas na tumorigênese (Carvajal et al, 2006). De fato, diversos estudos têm 

associado alterações no gene AURKA com o desenvolvimento de tumores (Li et al, 2003; Reichardt et 

al, 2003; Buschhorn et al, 2005; Landen et al, 2007; Zeng et al, 2007), incluindo tumores pulmonares 

(Smith et al, 2005; Vischioni et al, 2006; Xu et al, 2006; Gu et al, 2007).  

Um dos mecanismos através dos quais a AURKA contribui para a transformação maligna é 

através da indução de instabilidade genética. Em células nas quais AURKA é superexpressa, a mitose é 

caracterizada pela presença de centrossomos múltiplos e fuso mitótico multipolar, que resultam em 

ligações anormais entre microtúbulos e cinetócoros (Bischoff et al, 1998; Zhou et al, 1998). Apesar 

disso, o ciclo celular progride até a anáfase, resultando em numerosos erros de separação das 

cromátides irmãs (Meraldi et al, 2002). Efeitos adicionais incluem ainda falha de citocinese, que gera 

poliploidia e progressiva instabilidade genética (Anand et al, 2003).  

Consistentemente, quando modelos celulares são manipulados para a superexpressar 

AURKA ocorre indução de oncogênese. De fato, ensaios in vitro mostram que AURKA pode transformar 

células NIH 3T3 e fibroblastos Rat1 (Zhou et al, 1998; Bischoff et al, 1998; Littlepage et al, 2002) e 

quando essas células são inoculadas in vivo, elas promovem o crescimento de tumores (Zhang et al, 
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2004). Similarmente, nós demonstramos que a inibição de AURKA em modelos in vivo reduz a formação 

de tumores (dos Santos et al, 2016).  

Alterações da expressão e/ou atividade da quinase Aurora B também estão associadas ao 

desenvolvimento de tumores. De fato, a superexpressão de AURKB já foi reportada em diversos tumores 

(Katayama et al, 1999; Sorrentino et al, 2004; Guangying et al, 2007; Tchatchou et al, 2007), 

incluindo NSCLC (Smith et al, 2005). Os mecanismos pelos quais a alteração da expressão ou atividade 

de AURKB leva à oncogênese também são variados. Tanto a superexpressão quanto a depleção gênica 

de Aurora B resultam em multinucleação e poliploidia (Tatsuka et al, 1998; Araki et al, 2004), levam à 

amplificação dos centrossomos e promovem erros na segregação dos cromossomos e citocinese, 

contribuindo para a progressiva instabilidade genética e transformação maligna (Meraldi et al, 2002). 

 

 

1.3.3. Quinases Aurora e KRAS 

As quinases Aurora vêm sendo recentemente reportadas como proteínas importantes na 

gênese e manutenção do câncer mediado por KRAS. De fato, a superexpressão de AURKA não 

somente aumenta a malignidade de células tumorais do ducto pancreático (Furukawa et al, 2006), como 

também aumenta a capacidade de RAS de transformar fibroblastos murinos (Bossù et al, 2000). Além 

disso, estudos mostram que RAS promove tumorigenicidade através da expressão desbalanceada entre 

AURKA e BRCA2 (Wang et al, 2013), sugerindo um papel oncogenico para AURKA no contexto da via 

de sinalização de KRAS. De fato, estudos já identificaram AURKA como um potencial alvo terapêutico 

em tumores da bainha do nervo periférico mediado por HRAS (Patel et al, 2012) e que sua inibição 

combinada com efetores das vias de sinalização de KRAS reduz a formação de tumores em modelos de 

câncer colorretal (Davis et al, 2015). Do mesmo modo, outros estudos mostram que FADD se associa a 

diversas proteínas, incluindo AURKA, no controle da transição G2/M e que sua ativação é requerida para 

a tumorigênese mediada por KRASG12V (Bowman et al, 2015). Por fim, estudos demostram que AURKA 

ativa o fator de transcrição NF-κB, por meio da fosforilação de de IκBα, (Briassouli et al, 2007), e que 

NF-κB é requerido para a transformação maligna mediada por KRAS em células pulmonares (Bassères 

et al, 2010). Do mesmo modo AURKA fosforila, relocaliza e ativa RALA, um efetor da via de sinalização 

de RALGEF, fundamental para a oncogenicidade mediada por KRAS (Tatsuka et al, 2005; Guin et al, 

2013; Wang et al, 2013).  



 
45 

 

No caso da quinase Aurora B, estudos mostram que esta quinase é capaz de potencializar a 

transformação celular mediada por KRAS, além de induzir instabilidade genética (Kanda et al, 2005; 

Kosik et al, 2009). Outros estudos estabelecem, ainda, uma correlação entre a via 

KRAS/RAF/MEK/ERK e AURKB, cuja inibição simultânea possui efeitos antitumorais (Marampon et al, 

2014). Além disso, a AURKB é requerida para a tumorigenicidade mediada por RAS em tumores de 

cólon (Hadj-Slimane et al, 2010). Por fim, um recente estudo demonstrou que GSK-1070916, um 

potente inibidor de AURKB e AURKC, inibe prefencialmente células com MYC superexpresso 

(Uitdehaag et al, 2015), um fator de transcrição ativado por KRAS (Bachireddy et al, 2005) e que 

regula a expressão das quinases Aurora (Den Hollander et al, 2010). 

 

Nesse sentido, a hipótese que fundamenta este trabalho é que KRAS regula as quinases 

Aurora A e Aurora B e que AURKA e AURKB são importantes mediadores da atividade oncogênica de 

KRAS, sendo, portanto, potenciais alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido por KRAS. 

Parte desta hipótese já foi testada pelo aluno durante o seu mestrado e os resultados estão 

descritos em: dos Santos EO. Investigação das Quinases Aurora A e Aurora B como Potenciais Alvos 

Terapêuticos no Câncer de Pulmão Induzido pelo Oncogene KRAS. Dissertação de Mestrado. 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

Resumidamente, nós investigamos (1) se AURKA ou AURKB eram reguladas por KRAS em 

células pulmonares, e (2) se a inibição de AURKA e/ou AURKB poderia inibir a oncogênese mediada por 

KRAS in vitro. Nós confirmamos que ambas as quinases Aurora A e Aurora B são reguladas por KRAS, 

usando três diferentes modelos celulares: (1) uma cultura celular epitelial primária imortalizada e sua 

respectiva forma transformada por KRAS (Lundberg et al, 2002); (2) células tumorais pulmonares 

H1703 sem mutações em KRAS, geneticamente modificadas para expressar induzivelmente a forma 

oncogênica de KRAS (modelo de ganho de função); e (3) células tumorais pulmonares H358 e A549 

possuindo mutações em KRAS, geneticamente modificadas para expressar induzivelmente shRNAs 

contra KRAS (modelo de perda de função). Em todos os casos, a expressão de KRAS apresentou uma 

correlação positiva com a expressão de AURKA e AURKB, e, portanto, ambas as quinases Aurora A e 

Aurora B são alvos de KRAS. 

Nós também utilizamos abordagens genéticas e farmacológicas nos modelos celulares 

supramencionados para inativar AURKA e/ou AURKB e avaliar como esta inibição afeta a 

oncogenicidade celular. O knockdown induzível de AURKA ou AURKB mediado por shRNA, assim como 
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o tratamento farmacológico com um inibidor dual das quinases Aurora A e Aurora B, promoveu um 

decréscimo no crescimento, clonogenicidade e capacidade de crescimento na ausência de ancoragem 

de células A549 e H358 positivas para mutações em KRAS. Interessantemente, efeitos muito similares 

foram observados também em células H1703 e em um modelo celular primário somente na presença de 

KRAS oncogênica. A inibição de AURKA e/ou AURKB não foi capaz de induzir nenhum efeito 

significativo sobre células tumorais que expressam somente KRAS selvagem.  

Portanto, nossos resultados apoiam nossa hipótese de que AURKA e AURKB são alvos 

importantes de KRAS no câncer de pulmão e sugerem a inibição da expressão e/ou atividade de AURKA 

e/ou AURKB como uma nova abordagem para o desenvolvimento de terapias alvo dirigidas para o 

câncer de pulmão induzido por KRAS. 

Entretanto, para que as quinases Aurora A e Aurora B sejam caracterizadas como alvos 

terapêuticos potenciais no câncer de pulmão induzido por mutações em KRAS, outros estudos são 

necessários. Uma vez observado que as quinases Aurora A e Aurora B são importantes para a 

viabilidade de células possuindo KRAS oncogênica, é necessário determinar o mecanismo de perda de 

viabilidade dessas células, o que pode ocorrer tanto por uma menor proliferação, quanto por maior morte 

celular por apoptose. Além disso, uma vez observada a importância de AURKA e AURKB para a 

manutenção do fenótipo maligno dos modelos estudados, e dado que tumores mediados por mutações 

em KRAS são altamente invasivos, será importante determinar se a inibição de ambas as quinases 

Aurora teria o mesmo efeito sobre a migração e invasão celulares, de modo dependente da presença de 

KRAS. Finalmente, uma vez observado que AURKA e AURKB são requeridas para a oncogenicidade 

observada in vitro, será importante determinar o papel de ambas as quinases na tumorigenicidade in vivo 

de células portadoras de KRAS mutada, por meio de ensaios xenográficos. 

A importância do estudo proposto está na busca de um entendimento mais amplo de como 

as vias de sinalização relacionadas à KRAS oncogênica desencadeiam a transformação maligna, 

podendo, assim, ser abordadas para o tratamento do câncer. Além disso, tendo em vista a falta de 

opções terapêuticas efetivas para os pacientes com câncer de pulmão mediado pelo oncogene KRAS, 

este projeto busca a obtenção do conhecimento necessário para o desenvolvimento de novas 

estratégias farmacológicas, com o objetivo de melhorar o prognóstico destes pacientes. Finalmente, 

espera-se que o alcance das estratégias necessárias para o desenvolvimento de novas terapias 

oncológicas beneficie não somente pacientes com câncer de pulmão, mas também pacientes com outras 

neoplasias associadas à KRAS oncogênica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Investigar o papel das quinases AURKA e AURKB na tumorigenicidade mediada pelo 

oncogene KRAS, provendo embasamento científico para o desenvolvimento de novas terapias alvo-

dirigidas para o câncer de pulmão induzido por KRAS. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Determinar o mecanismo de perda de viabilidade celular mediante a inibição da 

expressão e/ou atividade de AURKA e AURKB em células portadoras de mutações em KRAS. 

 

2. Determinar como a inibição da expressão e/ou atividade de AURKA e AURKB afeta a 

migração e invasão de células portadoras de mutações em KRAS. 

 

3. Determinar como a inibição da expressão e/ou atividade de AURKA e AURKB afeta a 

tumorigenicidade in vivo de células portadoras de mutações em KRAS. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

3.1. Linhagens celulares 

Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares e condições de cultivo: 

 

a) linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar humano portadora de mutação 

oncogênica KRASG12C, designada A549 (ATCC CCL-185), manipulada ou não para inibição de genes de 

interesse; e linhagem celular de carcinoma bronquioalveolar pulmonar humano portadora de mutação 

oncogênica KRASG12S, designada H358 (ATCC CRL-5807), manipulada ou não para inibição de genes 

de interesse. O cultivo celular foi feito em meio RPMI-1640 (ATCC 30-2001) suplementado com 10% 

(vol/vol) FBS (soro fetal bovino), sem antibióticos. Com o objetivo de promover o silenciamento dos 

mRNAs de interesse (KRAS, AURKA, AURKB) nas linhagens mencionadas acima, foram feitas duas 

preparações lentivirais contendo sequências distintas de short hairpin RNAs (shRNAs) para cada mRNA 

alvo. As preparações lentivirais foram assim denominadas: shKRAS#1, shKRAS#2, shAURKA#1, 

shAURKA#2, shAURKB#1, shAURKB#2. Para obtenção de controles experimentais posteriores, foi 

gerada outra preparação lentiviral contendo um shRNA sem homologia a mRNAs humanos, denominada 

shNTCtrl. Os vetores lentivirais já contendo as sequências de expressão dos shRNAs de interesse foram 

obtidos da OpenByosystems. O vetor utilizado em todas as construções é denominado pTRIPz, que, 

além da sequência codificadora do hairpin de interesse, possui um gene para expressão de proteína 

fluorescente vermelha, turbo-RFP (red fluorescent protein), sendo que ambos estão sob o controle de um 

promotor regulado por doxiciclina (TRE). Na ausência de doxiciclina a expressão do hairpin e da RFP 

não ocorre, pois esta depende da interação da proteína regulatória reverse tetracycline transactivator 3 

(rtTA3, expressa no mesmo vetor a partir de um promotor constitutivo – UBC) com o promotor TRE, o 

que só ocorre na presença de doxiciclina. O cultivo celular foi feito em meio RMPI-1640 suplementado 

com 10% (vol/vol) FBS e 2 µg/mL de puromicina. Doxiciclina somente foi adicionada no momento do 

experimento para indução da expressão dos respectivos shRNAs. 

b) linhagem celular de adenocarcinoma pulmonar humano, designada H1703 (ATCC CRL-

5889), que não é portadora de mutações oncogênicas em KRAS, manipuladas ou não para expressar 

induzivelmente a KRAS oncogênica. A expressão induzível da KRAS oncogênica em células H1703 (que 

não possuem o gene KRAS mutado) foi obtida por meio do sistema induzível de expressão T-RExTM 
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System (Invitrogen®). Células H1703 duplamente estáveis foram geradas através de transfecções com 

dois vetores: o vetor regulatório pcDNA6/TR que expressa altos níveis do repressor TetR sob o controle 

do promotor CMV e o vetor pcDNATM/4/TO/myc-His contendo o gene de interesse, no caso a forma 

oncogênica G12V da KRAS fusionada a um tag HA. A expressão, neste caso, é controlada por uma 

versão modificada do promotor CMV, na qual duas cópias do operador tet (TetO2) foram inseridas in 

tandem. Portanto, na ausência de tetraciclina ou doxiciclina, o repressor TetR está ligado aos operadores 

tet e a expressão da KRAS oncogênica é inibida. Na presença de tetraciclina ou doxiciclina o repressor 

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

transfectadas com a forma oncogênica da KRAS G12V foram posteriormente denominadas H1703 

G12V. Como controle negativo, foram geradas células H1703 duplamente estáveis para os vetores 

pcDNA6/TR e pcDNATM/4/TO/myc-His vazio. Essas células foram posteriormente denominadas H1703 

T-RexB (Bassères et al, 2014). O cultivo celular foi feito em meio RPMI-1640 suplementado com 10% 

(vol/vol) FBS, 10 µg/mL de blasticidina e 3 µg/mL de zeocina. Do mesmo modo, doxiciclina somente foi 

adicionada ao meio de cultivo no momento do experimento para indução da expressão de KRASG12V. 

 

3.2. Western Blot  

1x106 células foram plaqueadas em placas P100 em meio de cultivo apropriado contendo 

soro fetal bovino 10% e tratadas pelos tempos indicados em cada caso. Após a remoção do meio, as 

células foram lavadas duas vezes com solução PBS (não contendo íons Mg2+ ou Ca2+) e lisadas com 

800 μl de tampão RIPA suplementado com inibidores de proteases e fosfatases. As proteínas totais 

foram quantificadas pelo método de Bradford. Alíquotas de 20 a 100 µg de proteína foram submetidas a 

fracionamento vertical em gel de poliacrilamida-SDS 8 a 12% (SDS-PAGE). Após a eletroforese, as 

proteínas foram transferidas para membrana de PVDF e a mesma foi bloqueada overnight em solução 

contendo 5% de leite desnatado ou albumina bovina em PBS-Tween 0,1%. Anticorpos primários e 

secundários foram utilizados de acordo com as indicações individuais de cada fabricante. A detecção ou 

revelação das bandas marcadas pelos anticorpos foi realizada por meio do software Odyssey (Licor) (no 

caso de anticorpos secundários conjugados a fluorocromos) ou por meio da exposição fotográfica, 

seguida por quantificação com o software ImageJ (NCBI) (no caso de anticorpos secundários 

conjudgados à peroxidase). Utilizamos os seguintes anticorpos primários: anti-AURKA (#4718, Cell 

Signaling Technology), anti-pAURKA (#3079, Cell Signaling Technology), anti-AURKB (#3094, Cell 

Signaling Technology), anti-AURKA (Thr288) / AURKB (Thr232) / AURKC (Thr198) (#2914, Cell 
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Signaling Technology), anti-GAPDH (#25778, Santa Cruz Biotechnology), anti-CASP3 clivada (#9661, 

Cell Signalling), anti-CASP3 total (#9660, Cell Signalling), anti-ACTB (#7210, Santa Cruz Biotechnology), 

anti-MMP2 (#4022, Cell Signalling) e anti-MMP9 (#3852, Cell Signalling). Foram utilizados os seguintes 

anticorpos secundários conjugados a fluorocromos: anti-coelho Alexa Fluor® 680 (#A-21109 Life 

Technologies); anti-camundongo Alexa Fluor® 680 (#A-21058 Life Technologies); anti-coelho IRDye® 

800CW (#926-32211, LiCor); e anti-camundongo IRDye® 800CW (#926-32210, Li-Cor). Foram utilizados 

os seguintes anticorpos secundários conjugados a HRP: anti-cabra IgG HRP (#2020, Santa Cruz 

Biotechnology); anti-camundongo IgG HRP (#2005, Santa Cruz Biotechnology); e anti-coelho IgG HRP 

(#2004, Cell Signaling Technology). 

 

3.3. Zimografia. 

Para a detecção da atividade enzimática das metaloproteinases de matriz 2 (MMP2) e 9 

(MMP9), as células foram previamente tratadas com inibidores ou antibióticos, conforme cada caso. 

Após 24 h de carenciamento com meio contendo 0% de soro fetal bovino, o meio condicionado foi 

recolhido, centrifugado para a remoção de detritos celulares e submetido a eletroforese vertical em gel 

contendo 10% de poliacrilamida, sem beta-mercaptoetanol ou quaisquer outros agentes redutores, e 

contendo, ainda, 0,1% de gelatina. Após eletroforese, o gel foi incubado em solução de renaturação 

contendo 2,5% Tween, por 1h em temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi incubado em solução 

tampão, contendo 500 mM Tris-HCl, pH 7,8; 2 M NaCl, 50 mM CaCl2 e 0,2% Brij 35, por 24h, à 

temperatura de 37ºC. Por fim, o gel foi corado em solução 0,5% Coomassie blue R-250, 5% metanol e 

10% ácido acético em água. A descoloração foi realizada em solução contendo 10% metanol e 5% ácido 

acético em água. A detecção foi feita em equipamento Odyssey (Licor®), e as bandas quantificadas 

densitometricamente por meio do software Odyssey (Licor®). Os dados foram submetidos à análise 

estatística por teste t de Student e foram consideradas estatisticamente diferentes as amostras com 

valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.4. Ensaio de ciclo celular baseado na incorporação de PI e detecção por 

citometria de fluxo. 

As células indicadas em cada experimento foram plaqueadas à confluência de 1x105 células 

em placas de seis poços. Após o tratamento os tratamentos indicados em cada caso, as células foram 



 
52 
 

tripsinizadas e fixadas em etanol 70%. As células foram tratadas com RNase A 100 μg/ml (#EN0531, 

Thermo Fisher Scientific) por 30 min a 37 ºC e, por fim, ressuspendidas em solução tampão contendo 

100 μg/mL de iodeto de propídio (PI, #81845, Sigma-Aldrich). As amostras foram submetidas à citometria 

de fluxo em citômetro BD FACSVerse™ (BD Biosciences) e os resultados foram analisados por meio do 

software Kaluza® (Beckman Coulter). Os dados foram submetidos à análise estatística por teste t de 

Student e foram consideradas estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 

(**) e p<0.001 (***). 

 

3.5. Ensaio de proliferação baseado na incorporação de BrdU e/ou PI e detecção 

por citometria de fluxo. 

As células indicadas em cada experimento foram plaqueadas à confluência de 1x105 células 

em placas de seis poços. Após o tratamento indicado em cada caso, as células foram incubadas com 50 

μM de bromodeoxiuridina (BrdU, #19-160, Merck Millipore) no escuro por 2 h e fixadas em etanol 70%. 

As células foram tratadas com RNase A 100 μg/ml (#EN0531, Thermo Fisher Scientific) por 30 min a 37 

ºC, seguido por HCl 2 M por 20 min à temperatura ambiente. Por fim, as células foram incubadas em 100 

μL de anticorpo anti-BrdU conjugado a Alexa Fluor® 488 (#FCMAB101A4, Merck Millipore) por 1 h no 

escuro e ressuspendidas em solução tampão contendo 100 μg/mL de iodeto de propídio (PI, #81845, 

Sigma-Aldrich). As amostras foram submetidas à citometria de fluxo em citômetro BD FACSVerse™ (BD 

Biosciences) e os resultados foram analisados por meio do software Kaluza® (Beckman Coulter). Os 

dados foram submetidos a análise estatística por teste t de Student e foram consideradas 

estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.6. Ensaio de morte celular baseado na marcação com Anexina V e PI e detecção 

por citometria de fluxo. 

As células indicadas em cada experimento foram plaqueadas à confluência de 1x105 células 

em placas de seis poços. Após os tratamentos indicados, conforme indicação em cada experimento, as 

células foram incubadas com Anexina V-FITC e solução tampão contendo iodeto de propídio, de acordo 

com as orientações do fabricante (#130-092-052, Miltenyi Biotec). Resumidamente, as células foram 

ressuspendidas em tampão de ligação, incubadas com Anexina V-FITC por 15 min, seguidas da 

incubação com tampão de ligação contendo 100 μg/mL de iodeto de propídio. As amostras foram 
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submetidas à citometria de fluxo em citômetro BD FACSVerse™ (BD Biosciences) e os resultados foram 

analisados por meio do software Kaluza® (Beckman Coulter). Os dados foram submetidos à análise 

estatística por teste t de Student e foram consideradas estatisticamente diferentes as amostras com 

valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.7. Ensaio de adesão celular 

As células indicadas em cada caso foram antecipadamente privadas de soro fetal bovino 

por 8 h e então plaqueadas (na ausência de soro fetal bovino) à confluência de 1x105 células por poço 

em placas de seis poços previamente tratadas com solução PBS contendo 50 µg/mL de colágeno tipo I. 

Após 20 min de incubação, cada poço foi lavado com PBS e as células foram novamente incubadas por 

8h em meio de cultivo completo, contendo 10% de soro fetal bovino. O meio de cultivo foi, então, 

removido, os poços lavados com PBS e as células remanescentes coradas com solução de cristal violeta 

0,1% em PBS. O registro fotográfico foi feito por meio do software Cell F® (Olympus Europe), e a 

quantificação da área corada foi realizada por meio do software ImageJ (NCBI). Paralelamente, um 

ensaio funcional de adesão foi realizado com células à confluência de 1x104 células por poço em placas 

de 96 poços previamente tratadas com solução PBS contendo 50 µg/mL de colágeno tipo I. Após 20 min 

de incubação, cada poço foi lavado com PBS e as células foram novamente incubadas por 8h em meio 

de cultivo completo, contendo 10% de soro fetal bovino. O meio de cultivo foi, então, removido, os poços 

lavados com PBS e cada poço foi incubado com solução de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) 50 µg/mL no escuro por 2h, com o único propósito de corar as células ainda 

aderidas à placa ao final do experimento. Após o tempo de incubação, o meio de cultivo foi removido e a 

cada poço adicionado 100 de dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilização dos cristais de formazan. A 

redução do MTT a formazan foi medida através da detecção da absorbância a 540 e 630 nm em 

espectrofotômetro Biotek Technologies e os dados analisados por meio do software GraphPad Prism. Os 

dados foram submetidos à análise estatística por teste t de Student e foram consideradas 

estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.8. Ensaio de migração celular por wound-healing 

As células foram plaqueadas em placas de cultura de 6 poços à confluência de 100%. O 

meio de plaqueamento foi constituído de RMPI 10% SFB (com antibióticos, a depender dos modelos 
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celulares utilizados). Para o estudo da inibição de AURKA e AURKB em células A549 e H358, a indução 

com doxiciclina foi feita nos cinco dias que antecedem o plaqueamento. No caso da inibição 

farmacológica de AURKA e AURKB, o tratamento com inibidor foi feito nas 72 h precedentes ao 

experimento.  Em todos os casos, as células foram tratadas com mitomicina 1 µg/ml para inibir a 

proliferação. Após 24 h, foi desenhado um risco central nas placas, as células foram lavadas por duas 

vezes com PBS e estas foram fotografadas utilizando-se o software CellF®. As células foram novamente 

incubadas por 24 h e, ao final do tratamento, o meio foi removido, as células foram lavadas duas vezes 

com PBS e a fenda foi novamente fotografada. A quantificação das áreas iniciais e finais das fendas 

desenhadas sobre a placa foi feita utilizando-se o software CellF®. A área migrada foi calculada 

subtraindo-se a área final da inicial e a porcentagem de migração foi calculada em relação ao controle, 

cuja migração foi considerada como 100%. Os dados foram submetidos à análise estatística por teste t 

de Student e foram consideradas estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 

(**) e p<0.001 (***). 

 

3.9. Ensaio de migração celular por imageamento ao vivo. 

Para este ensaio, as células foram cultivadas em baixa densidade em placas de 35mm 

(ibiTreat, # 81156) ou lâminas de 4 poços (ibiTreat, # 80826) e foram tratadas com inibidores, de acordo 

com as condições definidas para cada experimento, e observadas com microscópio invertido Eclipse Ti 

(Nikon), usando-se lente objetiva de 40X (Plan Fluor, 0.60 N.A. DIC). Durante todo o tempo de 

observação, as células foram mantidas em incubadora (Basic WJ, Okolab), à temperatura controlada de 

37°C e 5% CO2. As imagens foram adquiridas a cada 5 minutos ao longo de 24 h de tratamento com 

auxílio de câmera DS-Qi1Mc software NIS-Elements AR 4.0 (Nikon). A análise da migração célula a 

célula foi feita com auxílio do software ImageJ 1.51d (NCBI), por meio da quantificação da distância 

média acumulada, com iguais tempos de análise para cada célula, e velocidade média de migração ao 

longo do eixo X/Y. Os dados foram submetidos à análise estatística por teste t de Student e foram 

consideradas estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.10. Ensaios xenográficos. 

2x106 células A549 geneticamente modificadas para a expressão de um shRNA para 

AURKA (shAURKA) ou de um shRNA sem homologia a genes humanos (shNTCtrl) foram 
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subcutaneamente inoculadas no flanco de camundongos Balb/C nude com idade aproximada de 8 

semanas, de acordo com os protocolos aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo (CEA-IQ-USP). Os animais foram monitorados em intervalos 

regulares (3 vezes por semana) até o aparecimento de tumores palpáveis (26 dias depois do inóculo). 

Após esse período, 1 mg/mL de doxiciclina foi adicionada à água de beber para induzir a expressão do 

shRNA em cada caso. A cinética de volumes tumorais foi calculada, considerando-se o volume tumoral, 

o maior e o menor diâmetro do tumor. Ao final do experimento (56 dias após o inóculo), os animais foram 

submetidos à eutanásia em câmaras de CO2, de acordo com as instruções do Biotério do Conjunto das 

Químicas da Universidade de São Paulo, e o peso dos tumores foi determinado. A análise estatística das 

diferenças observadas de peso e volume dos tumores em cada caso foi determinada por One way 

ANOVA. 

 

3.11. Imunofluorescência 

As células foram plaqueadas à confluência de 50% em lamínulas previamente tratadas com 

poli-L-lisina (#P4832, Sigma-Aldrich) e incubadas por 24 h para adesão celular. Posteriormente, o 

bloqueio do ciclo celular foi induzido com timidina 1 mM e feita uma nova incubação de 24 h. A seguir, as 

células foram lavadas em meio de cultura completo complementado com deoxicitidna 1 mM para 

remoção completa da timidina e retorno do ciclo celular. Por fim, após 5 h de incubação, as células foram 

fixadas, dependendo das proteínas estudadas, em metanol à -20oC por 6 minutos ou paraformaldeído 

3,7% à temperatura ambiente por 10 min. No caso da fixação com paraformaldeído, as células foram 

posteriormente submetidas à permeabilização com PBS contendo Triton X-100 0,05% por 10 min e 

tratadas com solução de glicina 1 M por 10 min. O bloqueio das interações inespecíficas dos anticorpos 

utilizados foi feito, em todos os casos, em PBS contendo BSA 3% por 30 min. Os anticorpos primários e 

secundários foram utilizados de acordo com as instruções de seus respectivos fabricantes. DAPI 1 µg/µl 

foi utilizado para marcação do DNA. Por fim, as lâminas foram montadas utilizando-se VectaShield, 

deixadas secar à temperatura ambiente e vedadas. A aquisição de imagens e posterior análise foi 

realizada utilizando-se o software Elements AR 4.0 (Nikon). Foram utilizados os seguintes anticorpos 

primários: anti-AURKA (#4718, Cell Signaling Technology), anti-pAURKA (#3079, Cell Signaling 

Technology), anti-AURKB (#3094, Cell Signaling Technology), anti-pAURKB (#2914, Cell Signaling 

Technology), anti-TUBA (#T9026, Sigma-Aldrich), anti-PCNT (#84542, AbCam), anti-HA (#C29F4, Cell 

Signaling), anti-TPX2 (#NB500-179, Novus Biologicals). Foram utilizados os seguintes anticorpos 
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secundários utilizados: anti-IgG de rato, FITC (#2991, Santa Cruz Biotechnology); anti-IgG de cabra, 

Texas-Red (#2783, Santa Cruz Biotechnology); anti-IgG de coelho, FITC (#2090, Santa Cruz 

Biotechnology); anti-igG de camundongo, Texas-Red (#TI2000, Vector Laboratories). A aquisição de 

imagens foi feita com o auxílio do software Nis Elements AR 4.2 (arquivos.nd2), gerando-se, para cada 

célula, 21 fotos em cortes transversais ao longo de 21 μm sobre o eixo Z. A intensidade de fluorescência 

em cada caso foi feita com o mesmo software após a projeção da intensidade máxima ao longo do eixo. 

A construção de imagens representativas foi realizada com Photoshop CC e análise da significância 

estatística, em Prism 7.0. Os dados foram submetidos à análise estatística por teste t de Student e foram 

consideradas estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e p<0.001 (***). 

 

3.12. Microscopia de time-lapse ao vivo. 

Células cultivadas em placas de 35mm (ibiTreat, # 81156) ou lâminas de 4 poços (ibiTreat, 

# 80826) foram tratadas com inibidores ou antibióticos, de acordo com as condições definidas para cada 

experimento, e observadas com microscópio invertido Eclipse Ti (Nikon), usando-se lente objetiva de 

40X (Plan Fluor, 0.60 N.A. DIC). Durante todo o tempo de observação, as células foram mantidas em 

incubadora (Basic WJ, Okolab), à temperatura controlada de 37°C e 5% CO2. Imagens foram adquiridas 

a cada 5 minutos ao longo de 48 h de tratamento (para estudos de inibição de AURKA por interferência 

de RNA) ou 96 h de tratamento (para estudos de inibição farmacológica de AURKA e AURKB), com 

auxílio de uma câmera DS-Qi1Mc, usando-se o software NIS-Elements AR 4.0 (Nikon). A análise de 

anomalias e tempos de divisão celular foram realizados manualmente, após processamento do vídeo 

com o software Elements AR 4.2. 

 

3.13. Ensaio de viabilidade baseado na clonogenicidade celular. 

Células previamente cultivadas em placas de 6 poços foram submetidas à transfeção com 

siRNAs para TPX2 (# M-010571-00, DharmaconTM) ou sem homologia a genes humanos (# D-001210-

02-20, DharmaconTM), de acordo com as indicações do fabricante. Após 3 dias, as células foram 

tripsinizadas, replaqueadas em placas de 60mm à confluência de 500 células/placa e incubadas à 

temperatura controlada de 37°C e 5% CO2. Após a formação de colônias visíveis a olho nu, as células 

foram fixadas em metanol 100% à temperatura ambiente por 10 minutos, coradas com solução de cristal 

violeta e lavadas em PBS. O número e a área das colônias foram quantificados com o auxílio do 
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programa ImageJ (NCBI). Os dados foram submetidos à análise estatística por teste t de Student e 

foram consideradas estatisticamente diferentes as amostras com valores p<0,05 (*), p<0.01 (**) e 

p<0.001 (***). 

 

 

3.14. Análise de bioinformática. 

Para a análise de bioinformática da expressão de AURKA e TPX2 em amostras de 

pacientes portadores de NSCLC, nós utilizamos o banco de dados Lung Meta-base: 6 cohorts 22K 

genes, pertencente à plataforma online SurvExpress – Biomarker validation for cancer gene expression, 

disponível em http://bioinformatica.mty.itesm.mx:8080/Biomatec/SurvivaX.jsp¸para comparar a expressão 

de AURKA e TPX2 em amostras de pacientes portadores de NSCLC em função do risco de sobrevida, 

bem como comparar a sobrevida destes pacientes em função da presença de alta ou baixa expressão de 

AURKA e TPX2. 

 

3.15. Análise estatística 

Para todos os casos, nós realizamos análises estatísticas baseadas no teste Student-t, 

comparando-se sempre o par controle experimental (DMSO ou Mock, a depender do desenho 

experimental) e demais condições, uma a uma. Foram considerados estatisticamente significativos os 

valores a seguir: (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). 
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4. RESULTADOS 

4.1. A inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB em células 

portadoras de mutação em KRAS promove uma redução da proliferação, induz 

prolongamento do ciclo celular, instabilidade genética e hiperploidia. 

 

Nós já havíamos demonstrado anteriormente que a inibição farmacológica das quinases 

Aurora A (AURKA) e Aurora B (AURKB) em células pulmonares portadoras de mutação em KRAS reduz 

o crescimento, viabilidade e crescimento independente de ancoragem (dos Santos, 2013). Aqui nós 

decidimos investigar o mecanismo que leva a esta perda de viabilidade. Para tanto, nós utilizamos um 

inibidor farmacológico dual ATP-competitivo de AURKA e AURKB, denominado Aurora Inhibitor II (AI II), 

disponível comercialmente (Fig. 4.1A). Para alguns experimentos, nós usamos também um inibidor 

seletivo para AURKA denominado MLN8237 (MLN), também disponível comercialmente (Fig. 4.1B).  

 

A B 

  
 

Aurora Inhibitor II (AI II) 
 

Alisertibe ou MLN8237 (MLN) 
 

Fig 4.1. Estrutura de Aurora Inhibitor II (AI II) e  MLN8237 (MLN). AI II é inibidor dual de AURKA e AURKB, um pouco mais 

seletivo para esta última (IC50 = 310 nM para AURKA e IC50 = 240 nM para AURKB). Já MLN inibe preferencialmente AURKA em 

baixas concentrações, e ambas AURKA e AURKB em concentrações elevadas (IC50 = 6,7 nM para AURKA e IC50 = 1534 nM para 

AURKB). 

 

Para validar a inibição de AURKA e AURKB por AI II e MLN nós utilizamos células A549 

previamente sincronizadas em mitose e tratadas com AI II, MLN ou DMSO (controle de solvente dos 

inibidores) e realizamos ensaios de imunofluorescência para verificar a atividade de AURKA ou AURKB 

em prometáfase e metáfase. Uma vez que AURKA e AURKB são ativadas por autofosforilação de uma 

treonina no domínio catalítico da proteína, espera-se que a inibição destas quinases pelos inibidores 

diminua a fosforilação dessas proteínas. Assim, experimentos de imunofluorescência (Fig. 4.2) ou de 

western blot (Fig. 4.3) mostram que AI II reduz a atividade, tanto de AURKA, quanto de AURKB em 
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prometáfase e metáfase (fases do ciclo celular de máxima expressão destas proteínas), enquanto que 

MLN reduz preferencialmente a atividade de AURKA, como esperado. 

 

pAURKA pAURKB 

  

  
 

Fig. 4.2. Avaliação da inibição de AURKA e AURKB por MLN e AI II por imunofluorescência. Células A549 foram 

sincronizadas em fase S com timidina e posteriormente induzidas a ciclar até a fase G2/M na presença de MLN, AI II ou DMSO 

0,1% (controle de solvente do inibidor). A análise da expressão de pAURKA e pAURKB mostra que concentrações baixas de MLN 

inibem a ativação de AURKA, enquanto que concentrações mais altas inibem também AURKB. Já o tratamento com AI II inibe 

tanto AURKA quanto AURKB em prometáfase e metáfase (fases da mitose de expressão máxima dessas proteíans) Acima. 

Imagens representativas de três experimentos independentes. Abaixo. Quantificação da intensidade de fluorescência de pAURKA 

ou pAURKB em prometáfase e metáfase de no mínimo 30 células mitóticas individuais para cada experimento independente, por 

meio do software NIS Elements (Nikon). As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada 

através do teste t de Student (***p<0,001, em relação aos respectivos controles). 
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Fig. 4.3. Avaliação da inibição de AURKA e AURKB por western blot em extrato mitótico após tratamento com MLN ou AI 

II. Células A549 foram sincronizadas em fase S com timidina e posteriormente induzidas a ciclar até a fase G2/M na presença de 

MLN, AI II ou DMSO 0,1% (controle de solvente dos inibidores). A análise da expressão de pAURKA e pAURKB em extrato 

mitótico mostra que concentrações baixas de MLN inibem a ativação de AURKA, enquanto que concentrações mais altas inibem 

também AURKB. Já o tratamento com AI II inibe tanto AURKA quanto AURKB durante a mitose Esqueda. Imagens representativas 

de três experimentos independentes. Direita. Quantificação densitométrica das bandas mostradas à direita, por meio do software 

ImageJ. Os resultados são mostrados como razão pAURKA/AURKA ou pAURKB/AURKB. 

 

Posteriormente, para verificar o mecanismo pelo qual a inibição dual de AURKA e AURKB 

por AI II reduz o crescimento, viabilidade e crescimento independente de ancoragem (dos Santos, 

2013), nós utilizamos ensaios de proliferação e morte celular baseados em citometria de fluxo. Assim, a 

análise da proliferação celular por citometria de fluxo baseada na incorporação de BrdU mostra que o 

tratamento com AII induz uma parada do ciclo celular em G2/M em células H358 (~ 17% para a maior 

concentração testada de AI II contra ~ 10% de células em fase G2/M na condição controle), bem como 

em células A549 (~ 20% para a maior concentração testada de AI II contra ~ 9% de células em fase 

G2/M na condição controle). Do mesmo modo, o tratamento com AI II induz uma menor fase S em 

células H358 (~ 37% para a maior concentração testada de AI II contra ~ 42% de células em fase S na 

condição controle), bem como em células A549 (~ 36% para a maior concentração testada de AI II 

contra ~ 44% de células em fase S na condição controle) (Fig. 4.4). 

 

Fig. 4.4. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB reduz a proliferação de células portadoras de KRAS 

oncogênica. Esquerda. Ensaio de proliferação celular por citometria de fluxo baseada na incorporação de bromodeoxiuridina 

(BrdU) e iodeto de propídeo (PI). Células A549 e H358 foram tratadas com as concentrações indicadas do inibidor AI II ou com 

DMSO (controle de veículo) por 72h. A distribuição das populações celulares estão indicadas. Direita. Representação gráfica da 

distribuição nas fases do ciclo celular dos eventos mostrados à esquerda. 
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Uma vez demonstrado que a inibição das quinases Aurora induz menor proliferação in vitro, 

nós decidimos investigar mais profundamente as alterações no ciclo celular associadas à inibição 

farmacológica destas quinases em células portadoras de mutações em KRAS. Para tanto, nós utilizamos 

células A549 previamente bloqueadas em fase S com timidina e, posteriormente sincronizadas em fase 

G2/M  (Fig. 4.5), e realizamos o tratamento com AI II ou MLN, para inibir farmacologicamente AURKA 

(MLN 20 nM) ou ambas AURKA e AURKB (MLN 20 nM ou AI II 5 uM). A seguir, essas células foram 

submetidas a ensaios de imageamento ao vivo por dois tempos distintos: o primeiro, compreendido entre 

0 e 48 h a partir do momento do tratamento com inibidores; o segundo, compreendido entre 48 e 96 h a 

partir do momento do tratamento com inibidores. Nós, então, realizamos a observação direta célula a 

célula do tempo de ciclo celular, capacidade proliferativa e indução de mitoses anômalas ao longo de 

três gerações celulares consecutivas em cada vídeo (Fig. 4.6). 

Por meio da análise de três gerações celulares subsequentes para cada condição testada, 

nós observamos que a inibição de AURKA, com MLN 20 nM, ou ambas AURKA e AURKB, com MLN 50 

nM, induz um prolongamento do ciclo celular, tanto em interfase (de 14,2 ± 2,5 h no controle DMSO para 

23,2 ± 8,0 h na última interfase analisada com MLN 50 nM) (Fig. 4.7), quanto em mitose (de 1,1 ± 0,3 h 

no controle DMSO para 3,1 ± 1,2 h na última mitose analisada com MLN 50 nM) (Fig. 4.8) de modo dose 

e geração dependente. Quando os tempos de mitose e interfase são combinados, MLN induz um 

prolongamento do ciclo celular, que também varia de modo dose e geração dependente (de 15,3 ± 2,7 h 

no controle DMSO para 23,4 ± 7,1 h no último ciclo celular completo analisado com MLN 50 nM) (Fig. 

4.9). Por outro lado, a inibição dual de AURKA e AURKB por AI II induz um prolongamento dos tempos 

médios de interfase (de 14,2 ± 2,5 h no controle DMSO para 32,7 ± 10,8 h na última interfase analisada 

com AI II 5 µM,), que supera o prolongamento da interfase induzido pela inibição de AURKA e AURKB 

por MLN 50 nM (Fig. 4.7).  

Além disso, nós também observamos prolongamento dos tempos médios da mitose, que 

parece aumentar com o tempo de tratamento (de 1,7 ± 1,0 h no controle DMSO para 2,5 ± 2,1 h na 

última mitose analisada no tratamento com AI II 5 µM) (Fig. 4.8). Quando analisadas conjuntamente 

interfase e mitose, a inibição de AURKA e AURKB por AI II induz um severo prolongamento dos tempos 

de divisão celular, de modo dose e geração dependente (de 15,7 ± 3,1 h no controle DMSO para 23,5 ± 

11,3 h no último ciclo celular completo analisado com AI II 5 µM) (Fig. 4.9).  
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Fig. 4.5. Sincronização com timidina e time-course do release de células A549. (A) Células A549 foram bloqueadas em fase S 

com timidina por 24h, seguido do release induzido por deoxicitina, e a análise feita após tempos diversos de coleta. (B) Células não 

sincronizadas apresentam uma distriuição populacional normal ao longo do ciclo celular, enquanto que o bloqueio com timidina 

induz parada do ciclo celular no final da fase S. Após 8 h de release, a populacao de células em fase G2/M aumenta grandemente, 

atingindo a proporção máxima de células em mitose, e novamente diminuindo após 10 h. Esse tempo de bloqueio e release (24 h + 

8 h) foi, então, estabelecido para os experimentos seguintes nos quais se espera obter um grande número de células em mitose. 

 

 

Fig. 4.6. Esquema de análise do ciclo celular por técnicas de time-lapse para células A549 tratadas com MLN ou AI II. 

Acima. Células A549 foram plaqueadas e bloqueadas em fase S com timidina por 24 h, seguindo do release da timidina com 

desoxicitidina por 8 h, para que as células fossem sincronizadas em fase G2/M. Dois vídeos independentes foram analisados; o 

primeiro, do momento do tratamento pelas 48 h seguintes; o segundo, começando 48h após o replaqueamento dessas células, 

totalizando 96 h de tratamento com inibidores. Abaixo. Para cada vídeo (0-48 h ou 48-96 h) nós analisamos três gerações 

celulares independentes; a primeira, compreendida do início da primeira interfase até o final da mitose seguinte; a segunda, do 

início da segunda interfase até o final da mitose conseguinte; e a terceira, do início da terceira interfase até o final da mitose 

conseguinte. 
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Para corroborar nossos ensaios de time-lapse, nós investigamos, posteriormente, quais os 

efeitos da inibição de AURKA e/ou AURKB sobre a progressão mitótica de células A549. Utilizando 

células previamente sincronizadas em G2/M e tratadas com MLN ou AI II por 4 h, nós nos baseamos na 

distribuição da cromatina e organização do fuso mitótico para realizar a contagem de células nas 

diferentes fases da mitose celular. Nossos resultados demonstraram novamente que a inibição de 

AURKA por MLN 20 nM induz acúmulo em prometáfase (46,1 ± 5,0% para células tratadas com MLN 20 

nM, contra 35,1 ± 1,1% na condição controle), que aumenta com a inibição dual de AURKA e AURKB 

por MLN 50 nM (53,4 ± 5,8%), e que é responsável pelo maior tempo de mitose observado em ensaios 

de time-lapse. Particularmente, AI II induz um acúmulo ainda maior de células em prometáfase (85,5 ± 

1,3%) (Fig. 4.10). 

 

 

Fig. 4.10. Análise da progressão mitótica em células A549 após a inibição de AURKA e/ou AURKB. (A) Células A549 foram 

bloqueadas em fase S com timidina por 24 h e relaxadas com deoxicitidina por 9 horas, permitindo o acúmulo de células mitóticas 

em G2/M. Concomitantemente, estas células foram tratadas com MLN ou AI II, nas concentrações indicadas, pelas 4 horas 

anteriores à fixação e submetidas à analise da progressão mitótica. (B) Quantificação da estratificação celular em função de sua 

fase em mitose. Os valores representam a média ± desvio padrão de, no mínimo, três experimentos independentes para cada 

condiçao testada. O número (n) de células avaliadas para cada condição está indicado. (C) Imagens representativas das fases de 

mitose e critérios abordados para a classificação. 
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Esses resultados explicariam, em parte, nossos ensaios prévios mostrando que a inibição 

farmacológica de AURKA e AURKB por AI II induz redução do crescimento e proliferação celulares. Para 

checar essa hipótese, nós decidimos avaliar qual a proporção de células mitóticas observáveis ao longo 

de cada geração celular em função do tratamento com MLN ou AI II. Nossos resultados demonstram 

que, para cada célula controle (DMSO) que completa uma primeira divisão mitótica, apenas 1,7 são 

capazes de dividir-se novamente, e 2,6 células atingem uma terceira divisão mitótica. A inibição de 

AURKA, por MLN 20 nM, reduz essa proporção para 1:1,6:1,4. Já a inibição dual de AURKA e AURKB 

por MLN 50 nM induz uma taxa de divisão mitótica de 1:1,1:0,9, enquanto que AI II reduz essa proporção 

para 1:0,6:0,1. Assim, esses resultados não somente corroboram nossos ensaios de proliferação e 

crescimento celular, mas mostram que a inibição de AURKA e/ou AURKB induz uma redução do 

crescimento celular de modo geração dependente (Fig. 4.11A). Ademais, em nossos ensaios de time-

lapse, nós observamos que a inibição de AURKA e/ou AURKB induz a perda completa da capacidade 

proliferativa em algumas células. A proporção de células que permanece em interfase, sem jamais entrar 

em mitose, ao longo de 48 h de vídeo em cada caso (non dividing cells, NDC) aumenta de modo dose e 

tempo dependente, mostrando que AURKA e AURKB são fundamentais para a entrada em mitose (Fig. 

4.11B). 

 

 

Fig. 4.11. A inibição de AURKA e/ou AURKB reduz a proliferação celular. (A) Proporção de células mitóticas observáveis na 

segunda e terceira gerações mitóticas, em relação a cada célula que se divide na primeira geração mitótica. A inibição 

farmacológica de AURKA e/ou AURKB por MLN ou AI II reduz significativamente a presença de mitoses observáveis em células 

A549, de modo geração dependente, seja de 0 a 48 h, seja de 48 a 96 h de tratamento. (B) A inibição de AURKA e/ou AURKB 

induz um aumento da população de células em interfase que não entram em mitose (non divinding cells, NDC) ao longo de 48 h de 

análise em ambos os vídeos, sugerindo um papel importante dessas quinases sobre a proliferação celular.  
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Além de estudar os efeitos da inibição das quinases AURKA e AURKB sobre o tempo de 

ciclo celular, nós estudamos também os efeitos dessa inibição sobre a estabilidade mitótica. Esta 

abordagem é extremamente importante, uma vez que se espera que estratégias terapêuticas contra o 

câncer sejam capazes de inibir o crescimento e a proliferação celular, sem, contudo, causar alterações 

genéticas que são uma pré-disposição à oncogenicidade celular. Para tanto, nós utilizamos o mesmo 

modelo descrito acima para avaliar, por técnicas de imageamento ao vivo, a indução de mitoses 

anômalas em células A549 após a inibição de AURKA e/ou AURKB por MLN ou AI II.  

Nossos resultados demonstram que a inibição de AURKA por MLN 20 nM induz aumento da 

ocorrência de anomalias mitóticas, incluindo blebbings em telófase, que são protuberâncias da 

membrana plasmática causadas pela perturbação da estrutura do citoesqueleto e geralmente associadas 

ao estresse químico mediado por quimioterápicos, apoptose, necrose ou migração celular (Charras, 

2008), e erros de orientação do fuso mitótico, caracterizado pela presença de células mitóticas filhas 

sobrepostas (Figs. 4.12 e 4.13). A inibição de AURKA combinada com AURKB por MLN 50 nM induz, 

sobretudo, blebbings associados à falha de citocinese, que leva à formação de células hiperploides, e a 

consequente formação de fusos mitóticos multipolares característicos de células hiperploides (Figs. 4.12 

e 4.13). Além disso, nós também observamos que, em ambas as concentrações testadas de MLN, a 

ocorrência de mitoses anômalas ocorre em maior proporção em células de segunda e terceira gerações 

mitóticas, que já acumularam defeitos de mitose em uma primeira divisão celular anormal (Figs. 4.12 e 

4.13). Por fim, a inibição de AURKA e AURKB por AI II induz uma entrada em mitose aparentemente 

normal, que progride até a prometáfase. As células, entretanto, impossibilitadas de prosseguirem no ciclo 

celular durante a primeira geração mitótica, retornam à interfase após uma tentativa frustrada de 

citocinese, gerando hiperploidia. Células de segunda e terceira gerações mitóticas (que já acumularam 

erros de divisão celular), como anteriormente dito, ciclam até a prometáfase e rapidamente retornam à 

interfase, sem, contudo, mostrar tentativas de citocinese (Figs. 4.12 e 4.13). De qualquer maneira, a 

inibição conjunta de AURKA e AURKB em células A549 induziu hiperploidia intermitente, uma vez que 

ao longo de vários ciclos, as células continuavam a duplicar material genético, aumentando o volume 

celular, sem, contudo, dividir-se. A Fig. 4.12 mostra todas as anomalias mitóticas identificadas em 

nossos experimentos de time-lapse, enquanto que a Fig. 4.13 mostra a frequência e distribuição dessas 

anomalias em função da inibição de AURKA e/ou AURKB em células A549. 
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Fig. 4.12. Painel representativo das anomalias mitóticas induzidas pela inibição de AURKA e/ou AURKB observáveis por 

microscopia de time-lapse em células A549. Células A549, previamente bloqueadas em fase S por timidina e, posteriormente, 

sincronizadas em fase G2/M, foram tratadas com MLN, AI II ou DMSO (controle de solvente dos inibidores) e submetidas à análise 

por microscopia de time-lapse em intervalos de 0 a 48 h ou 48 a 96 h a partir do momento do tratamento com inibidores, para a 

observação de anomalias mitóticas ao longo de três gerações celulares consecutivas. A primeira linha deste painel representa uma 

divisão celular normal para a qual é possível identificar todas as fases da mitose. As alterações mitóticas observadas estão 

representadas neste painel em todas as demais linhas, independentemente do tratamento realizado, e são comuns à todas as 

condições testadas, salvo quando expressamente indicado. A duração da mitose em cada caso está representada em minutos 

(canto inferior esquerdo) e valores negativos representam a interfase precedente à mitose celular. A interfase subsequente 

representa o momento exato no qual essas células readerem à placa, terminando a divisão celular. As setas apenas evidenciam a 

presença de defeitos associados à mitose. A, B, C e D representam células filhas geradas a partir da mitose representada. A+B e 

C+D representam falhas de citocinese geradas a partir de pelo menos duas células filhas em cada mitose representada. 
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Fig. 4.13. Representação gráfica da frequência e distribuição das principais anomalias mitóticas induzidas pela inibição de 
AURKA e/ou AURKB em células A549. Células A549, previamente bloqueadas em fase S por timidina e, posteriormente, 
sincronizadas em fase G2/M, foram tratadas com MLN, AI II ou DMSO (controle de solvente dos inibidores) e submetidas à análise 
por microscopia de time-lapse em intervalos de 0 a 48 h ou 48 a 96 h a partir do momento do tratamento com inibidores, para a 
observação de anomalias mitóticas ao longo de três gerações celulares consecutivas. A ocorrência de blebbings e erros de 
citocinese não sofre variação ao longo das gerações mitóticas consecutivas, mas aumenta de modo tempo-dependente. Por outro 
lado, a ocorrência de fusos multipolares e erros de alinhamento do fuso aumentam de modo geração- e tempo-dependente. 
Células de terceira geração para MLN 50 nM e segunda e terceira gerações para AI II 5 µM (48-96 h de tratamento) não puderam 
ser analisadas porque células de gerações precedentes não se dividem antes do término de 48 h de análise em cada caso. 

 

Posteriormente, para corroborar nossos experimentos de time-lapse, nós lançamos mão de 

técnicas de fluorescência para avaliar a presença de mitoses anômalas em lâminas fixadas. Utilizando o 

mesmo protocolo de bloqueio com timidina em fase S e sincronização de células em fase G2/M para 

células A549 (Fig. 4.10A), e analisando a distribuição da cromatina e organização do fuso mitótico, nós 

observamos que a inibição de AURKA, sozinha ou combinada com a inibição de AURKB, induz erros de 

formação do fuso mitótico, incluindo a presença de extrapolos, micronúcleos, fusos desorganizados e 

fusos monopolares e multipolares (Fig. 4.14).  

Embora algumas anomalias mitóticas descritas em nossos experimentos de time-lapse, 

como blebbings telofásicos e falhas de citocinese, sejam tecnicamente difíceis de serem observadas em 

células fixadas, nossos resultados da pesquisa de anomalias em células fixadas corroboram a 
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observação da indução de mitoses multipolares ou com fuso mitótico desorientado em ensaios de time-

lapse pela inibição de AURKA e/ou AURKB. 

 

 

 

Fig. 4.14. Frequência e distribuição das anomalias mitóticas induzidas pela inibição das quinases AURKA e/ou AURKB em 

células A549. A inibicão de AURKA (por MLN 20 nM) ou ambas as quinases AURKA e AURKB (por MLN 50 nM ou AI II 5 µM) 

induz a ocorrência de mitoses anômalas em função da indução de diversos defeitos na formação do fuso mitótico, como fusos 

desorganizados, com extrapolo, monopolares e multipolares. (A) Imagens representativas de células mitóticas anômalas e os 

critérios usados para sua classificação. (B) Frequência e distribuição das anomalias mitóticas representadas em (A), para células 

A549, em função do tratamento com MLN ou AI II. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi 

determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, n.s.: estatisticamente não significativo). 

 



 
72 
 

 

Uma vez observado em nossos ensaios de time-lapse que a inibição farmacológica das 

quinases AURKA e AURKB induz erros de citocinese e, portanto, poliploidia, nós decidimos investigar 

mais detalhadamente os efeitos de MLN e AI II sobre a indução da poliploidização em células A549. Para 

tanto, nós utilizamos células A549 previamente bloqueadas em fase S e, posteriormente, sincronizadas 

em fase G2/M e realizamos o tratamento com DMSO, MLN ou AI II por 24 h, 48 h ou 96 h. A seguir nós 

realizamos a marcação imunológica de PCNT (pericentrina), como marcador de amplificação do 

centrossomo.  

Em uma célula mitótica normal, o centrossomo consiste de dois centríolos circundados pelo 

material pericentriolar, do qual PCNT é um dos principais componentes estruturais. A amplificação do 

centrossomo é caracterizada pela combinação entre o aumento em número de centrossomos, tamanho e 

estrutura e função centroméricas anormais (D’Assoro et al, 2002; Kramer et al, 2002; Nigg, 2002). 

Portanto, o aumento da expressão e área da proteína centrossomérica PCNT foi escolhido como 

marcador da amplificação do centrossomo. Igualmente importante, uma vez que a amplificação do 

centrossomo está fortemente associada a estágios avançados do desenvolvimento de diversos tumores, 

bem como com o desenvolvimento de aneuploidia e instabilidade genética (Pihan et al, 1998; Lingle et 

al, 1998; Lingle et al, 1999; Gustafson et al, 2000; Philan et al, 2001), PCNT foi também utilizado 

como marcador para a avaliação dos efeitos da inibição de AURKA /ou AURKB sobre a ploidia e 

estabilidade genética. 

Nós observamos, inicialmente, uma variação do tamanho do núcleo celular, que aumenta 

gradativamente, em função do tratamento com MLN ou AI II, de modo dose-dependente para o 

tratamento com MLN e tempo-dependente para todas as condições testadas (Fig. 4.15 e Fig. 4.16A), 

sugerindo mais uma vez que a inibição de AURKA e/ou AURKB induz falha de citocinese e 

multinucleação. Mais importante, nós também observamos que a inibição de AURKA e/ou AURKB por 

MLN ou AI II, induz o aumento tanto na área (múltiplos spots ou agregados pericentriolares), quanto na 

intensidade de fluorescência de PCNT, novamente de modo dose-dependente para o tratamento com 

MLN e tempo-dependente para todas as condições testadas (Fig. 4.15 e Fig. 4.16B e C). Isso sugere 

que a inibição de AURKA e AURKB induz progressivas falhas de citocinese, gerando poliploidização 

intermitente e amplificação do centrossomo associada à aneuploidia e instabilidade genética. 
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Fig. 4.15. A inibição de AURKA e/ou AURKB induz poliploidização intermitente. Imagens representativas dos efeitos da 

inibição de AURKA (por MLN 20 nM) ou ambas as quinases AURKA e AURKB (por MLN 50 nM ou AI II) sobre a ploidia celular, 

mostrando um aumento visual na área e intensidade de PCNT, e, sobretudo, na área do núcleo de células A549, sugerindo que a 

inibição de AURKA e/ou AURKB induz poliploidia. 
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Fig. 4.16. A inibição de AURKA e/ou AURKB induz poliploidização intermitente e amplificação do centrossomo associada à 

aneuploidia e instabilidade genética. Quantificação das imagens representadas na Fig.15 por meio da (A) área do núcleo, (B) 

área da PCNT e (C) intensidade de fluorescência de PCNT, mostrando que a inibição de AURKA (por MLN 20 nM) ou ambas as 

quinases AURKA e AURKB (por MLN 50 nM ou AI II) induz poliploidia celular, caracterizada pela multinucleação e aumento do 

tamanho de núcleo, além de amplificação do centrossomo associada à aneuploidia e instabilidade genética, de modo dose-

dependente para o tratamento com MLN e tempo-dependente para todas as condições testadas. As barras de erro representam a 

média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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4.2. A inibição das quinases AURKA ou AURKB por interferência de RNA em 

células portadoras de mutação em KRAS reduz a proliferação celular e a inibição 

de AURKA altera o tempo de ciclo celular, além de induzir hiperploidia e outras 

anomalias mitóticas. 

 

Células A549 e H358 com expressão induzível por doxiciclina de shRNAs para AURKA 

(denominadas shAURKA#1 e shAURKA#2) ou AURKB (denominadas shAURKB#1 e shAURKB#2) 

foram geradas e validadas no laboratório (dos Santos, 2013). Entretanto, para a realização dos estudos 

aqui propostos, nós validamos novamente estes modelos celulares de inibição induzível das quinases 

AURKA ou AURKB por RNA de interferência. Para tanto, nós avaliamos, por western blot, a inibição da 

expressão de AURKA ou AURKB após a indução com doxiciclina. Nossos resultados confirmaram que a 

inibição de AURKA ou AURKB por short hairpin RNAs (shRNAs) foi eficiente em reduzir a expressão 

total dessas proteínas, para todas as sequências de shRNA utilizadas (Fig. 4.17). 

 

 

Fig. 4.17. Validação da inibição de AURKA ou AURKB por RNA de interferência em células portadoras de mutações em 

KRAS. Células A549 e H358 foram tratadas (+) ou não (-) por 5 dias com doxiciclina 2 μg/mL e os extratos proteicos totais 

submetidos à análise da expressão de AURKA e AURKB por western blot. Em todos os casos, as sequências de RNA utilizadas 

promoveram uma forte redução da expressão de AURKA ou AURKB. Os anticorpos usados estão indicados. GAPDH foi usado 

como controle endógeno (loading control). 
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Tendo uma vez demonstrado que a inibição por interferência de RNA das quinases Aurora 

A e Aurora B induz menor crescimento, viabilidade e capacidade de crescimento independente de 

ancoragem em células portadoras de mutações em KRAS (dos Santos, 2013), e dado que mutações em 

KRAS estão diretamente relacionadas à maior proliferação celular em diversos tumores (Tuveson et al, 

2004; Fatrai et al, 2011; Bryant et al, 2014; Staffas et al, 2015), incluindo tumores pulmonares (Wang 

et al, 2009; Sunaga et al, 2011), nós decidimos investigar se os efeitos observados em nossos ensaios 

seriam devidos, pelo menos em parte, à alterações na proliferação celular mediada pela inibição de 

AURKA ou AURKB. 

Primeiramente, nós utilizamos ensaios de citometria de fluxo baseados na incorporação de 

BrdU. Condizente com o papel conhecido das quinases AURKA e AURKB na mitose, e condizente com 

os nossos resultados de inibição farmacológica destas quinases, a inibição de AURKA ou AURKB por 

RNA de interferência (shAURKA + Dox; shAURKB + Dox) nas linhagens pulmonares portadoras de 

mutação em KRAS, A549 e H358, induz um acúmulo de células na fase G2/M do ciclo celular (Fig. 4.18). 

Nós observamos que a inibição de AURKA induz um aumento no acúmulo de células em G2/M de 9,7% 

para 17,0% em células A549 e de 9,5% para 16,8% em células H358; similarmente, a inibição de 

AURKB induz um aumento no acúmulo de células em G2/M de 8,0% para 16,3% em células A549 e de 

8,0% para 16,1% em células H358, considerando-se o shRNA#1 ou #2 utilizado em cada caso. Além 

disso, a inibição de AURKA induz uma redução na população de células em fase S de 1,5% para 0,9% 

em células A549 e de 1,5% para 1,1% em células H358; similarmente, a inibição de AURKB induz uma 

redução na população de células em fase S de 1,8% para 0,9% em células A549 e de 1,7% para 1,5% 

em células H358, considerando-se o shRNA#1 ou #2 utilizado em cada caso (Fig. 4.18). Isso demonstra 

que a redução do crescimento, viabilidade e crescimento independente de ancoragem mediado pela 

inibição de AURKA e AURKB em células A549 e H358 é, pelo menos em parte, devido à menor 

proliferação celular. 

Uma vez demonstrado que a inibição da quinase Aurora induz menor proliferação in vitro, 

nós decidimos investigar mais profundamente as alterações no ciclo celular associadas à inibição de 

AURKA em células portadoras de mutações em KRAS. Para tanto, nós utilizamos células A549 

previamente tratadas para expressar um shRNA induzível para AURKA e analisamos, por técnicas de 

imageamento ao vivo, os tempos de ciclo celular e as anomalias mitóticas, célula a célula, ao longo de 

três gerações celulares subsequentes (Fig. 4.19). 
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Fig. 4.18. A inibição da expressão de AURKA ou AURKB por interferência de RNA em células portadoras de mutações em 

KRAS reduz a proliferação celular e induz acúmulo de células em G2/M. (A) Ensaio de proliferação celular por citometria de 

fluxo baseada na incorporação de bromodeoxiuridina (BrdU) e iodeto de propídeo (PI). Células A549 e H358 com expressão 

induzível por doxiciclina (Dox) de 2 shRNAs diferentes para AURKA (shAURKA#1 e shAURKA#2) ou AURKB (shAURKB#1 e 

shAURKB#2), bem como células H358 e A549 expressando um shRNA inócuo (shNTCtrl), foram tratadas com 2 µg/mL doxiciclina 

(Dox) por 5 dias ou deixadas sem tratamento (Mock). A inibição de AURKA ou AURKB reduziu consideravelmente a proliferação 

celular, além de induzir um acúmulo em G2/M. (B) Representação gráfica da distribuição de eventos mostrados em (A) nas fases 

do ciclo celular. 
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Fig. 4.19. Modelo experimental para imageamento ao vivo de células A549 shAURKA. Acima. Células A549 foram 

plaqueadas e tratadas com Doxiciclina (Dox) 2 µg/mL e deixadas em cultura por 72 h. Um repique dessas células foi realizado nas 

24 h precedecentes ao início de cada vídeo. A aquisição de imagens foi, então, realizada por 48 h. Abaixo. Para cada vídeo, nós 

analisamos três gerações celulares independentes; a primeira, compreendida do início da primeira interfase até o final da mitose 

seguinte; a segunda, do início da segunda interfase até o final da mitose conseguinte; e a terceira, do início da terceira interfase até 

o final da mitose conseguinte.   

 

Inicialmente, nossos resultados demonstraram que a inibição de AURKA por interferência 

de RNA em células A549 não altera significativamente o tempo de interfase celular, considerando todas 

as gerações celulares analisadas conjuntamente. Entretanto, observamos um aumento no tempo de 

mitose de 1,0 ± 0,4 h para shAURKA + Dox, contra 0,8 ± 0,2 h para seu respectivo controle, o que é 

condizente com o fato de que AURKA, uma vez em mitose, é requerida para a progressão mitótica, e 

sua inibição induz o alentamento da mitose. Entretanto, quando analisados o ciclo celular completo 

(interfase + mitose), nós novamente não observamos diferenças estatísticas entre células nas quais 

AURKA foi inibida e células controle, o que é justificado pelo longo tempo de interfase comparado à 

rápida mitose nestas células (Fig. 4.20).  
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Fig. 4.20. Análise dos tempos de mitose e interfase em células A549 com inibição de AURKA por interferência de RNA. 

Células A549 expressando ou não RNA de interferência para AURKA, foram tratadas com doxiciclina por 72 h e submetidas, 

posteriormente, à análise do ciclo celular por técnicas de time-lapse pelas 48 h seguintes. A inibição de AURKA por RNA de 

interferência induz aumento do tempo de mitose, sem, contudo, interferir significativamente no tempo total do ciclo celular. Acima. 

Representação gráfica dos tempos de interfase, mitose e mitose associada à interfase, analisados célula a célula ao longo de 48 h. 

Abaixo. Análise estatística calculada pelo teste t de Student, mostrando uma diferença significativa apenas nos tempos de mitose 

entre células shAURKA induzidas (Dox) ou não induzidas (Mock) com doxiciclina. 

 

Para saber se o aumento do tempo de mitose observado ocorria em função do bloqueio 

dessas células em prometáfase, como esperado, nós utilizamos técnicas de imunoflourescência para 

realizar a contagem de células mitóticas em função das fases da mitose (progressão mitótica), em 

lâminas fixadas. Os critérios utilizados para classificação das células em suas respectivas fases da 

mitose foram os mesmos abordados na Fig. 4.14A. Nossos resultados demonstraram que células A549 

expressando um shRNA contra AURKA (shAURKA + Dox) apresentam uma maior população de células 

em prometáfase (Fig. 4.21), o que, pelo menos em parte, justifica o aumento do tempo de mitose 

observado em nossos experimentos de time-lapse (Fig. 4.20). 
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Fig. 4.21. A inibição de AURKA por RNA de interferência induz acúmulo de células mitóticas em prometáfase. Células A549 

manipuladas para expressar de forma induzivel um shRNA para AURKA (shAURKA) ou um shRNA controle (shNTCtrl) foram 

tratadas (Dox) ou não (Mock) com doxiciclina 2 ug/mL por 72 h e fixadas em lâminas para análise da progressão mitótica por 

imunoflourescência. Os critérios utilizados para classificação das células em suas respectivas fases da mitose foram os mesmos 

abordados na Fig. 14A. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t 

de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n.s.: não significativo). 

 

 

Mais importante, nós também observamos em nossos experimentos de time-lapse que a 

inibição de AURKA induz uma série de anomalias mitóticas, dentre as quais, a formação de blebbings 

em telófase, além de falhas de citocinese, associadas ou não à presença de blebbings em telófase, que 

são fatores causais do aumento de ploidia observado nessas células em função da inibição de AURKA. 

De fato, nós observamos um aumento considerável na presença de mitoses multipolares (tripolares e 

quadripolares), características de células hiperploides e multinucleadas. Por fim, a inibição de AURKA 

induziu uma maior ocorrência de divisões celulares não orientadas, como consequência da má formação 

e desalinhamento do fuso mitótico (Fig. 4.22). 
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Fig. 4.22. A inibição da quinase Aurora A em células portadoras de mutações em KRAS induz diversas anomalias 

mitóticas. Acima. Painel representativo das anomalias mitóticas induzidas pela inibição genética de AURKA em células 

portadoras de mutação em KRAS. Células A549 manipuladas para expressar de forma induzivel um shRNA para AURKA 

(shAURKA) ou um shRNA controle (shNTCtrl) foram tratadas (Dox) ou não (Mock) com doxiciclina 2 ug/mL por 72 h e submetidas 

à análise por microscopia em tempo real pelas 48 h seguintes. As alterações mitóticas observadas estão representadas 

independentemente do tratamento realizado e são comuns à todas as condições testadas em que aparecem. Os tempos de mitose 

estão representados em minutos (canto inferior esquerdo) e valores negativos representam a interfase precedente à mitose celular. 

A interfase seguinte representa o momento exato em que a mitose termina e as células filhas readerem à placa. Abaixo. 

Frequência e distribuição das anomalias mitóticas induzidas pela inibição de AURKA em células portadoras de mutações em 

KRAS. A inibição de AURKA por RNA de interferência induz o acúmulo de defeitos mitóticos, incluindo blebbings, falhas de 

citocinese, formação de fusos multipolares e erros de alinhamento do fuso. 
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4.3. A inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB em células 

portadoras de mutação em KRAS induz morte celular. 

Além de avaliar os efeitos da inibição de AURKA e AURKB sobre o ciclo celular, nós 

avaliamos também se esta inibição provoca morte celular. Inicialmente, avaliamos a presença de morte 

celular por citometria de fluxo baseada na externalização de fosfatidilserina e incorporação de iodeto de 

propídio. Nós observamos que o tratamento com AI II induz morte celular por apoptose em A549 (~ 7,5% 

de células positivas para Anexina V - que se liga à fosfatidilserina exposta na membrana - na condição 

tratada contra ~ 3% no controle) e mais expressivamente em H358 (~ 13% de células positivas para 

Anexina V na condição tratada contra ~ 5% no controle), considerando-se a maior concentração testada 

de AI II em ambas as linhagens celulares (Fig. 4.23).  

 

 

 

Fig. 4.23. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB induz morte em células portadoras de KRAS 

oncogênica. Esquerda. Ensaio de citometria de fluxo baseado na externalização de fosfatidilserina (marcada com Anexina V 

conjugada a FITC) e incorporação de iodeto de propídeo (PI). Células A549 e H358 foram tratadas com as concentrações 

indicadas do inibidor AI II ou com DMSO (controle de veículo) por 72h. A distribuição das populações celulares marcadas com PI 

ou Anexina V (ver métodos) estão indicadas. Direita. Representação gráfica da distribuição de eventos, considerando-se a 

classificação: (1) células viáveis: duplo negativo Anexina V/PI; (2) necrose: células positivas somente para PI; (3) apoptose recente: 

células positivas somente para Anexina V; e (4) apoptose tardia + necrose: duplo positivo Anexina V/PI. 

 

Esses resultados foram posteriormente confirmados pela análise da clivagem de CASP3 por 

western blot. O tratamento de células portadoras de mutação em KRAS com AI II aumenta a razão 

CASP3 clivada/CASP3 total em ~ 36% para células A549 e ~ 32% para células H358, considerando a 

maior concentração testada de AI II, em relação ao controle DMSO. Uma vez que a clivagem de CASP3 
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é um dos eventos finais da cascata apoptótica, este é um forte indicativo de que a inibição de AURKA e 

AURKB induz morte celular por apoptose (Fig. 4.24). 

 

 

Fig. 4.24. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB induz morte por apoptose em células portadoras 

de KRAS oncogênica. Células A549 e H358 foram tratadas com as concentrações indicadas de AI II ou DMSO 0,1% (controle de 

solvente) por 72h e submetidas a ensaios de expressão proteica por western blot. (A) A inibição dual de AURKA e AURKB induz o 

aumento de CASP3 clivada de modo dose dependente, sugerindo morte apoptótica. (B) Quantificação das bandas reveladas em 

(A) por meio do software ImageJ, expresso por CASP3 clivada/CASP3 total, após normalização por GAPDH (loading control). 

 

Por fim, uma vez demonstrado que a inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB 

induz morte em células portadoras de mutação em KRAS (Fig. 4.23 e Fig. 4.24), nós buscamos 

identificar em qual momento do ciclo celular predomina o efeito indutor de morte mediado pela inibição 

de AURKA e/ou AURKB. Essa abordagem é extremamente relevante, uma vez que se espera que 

drogas anti-mitóticas sejam capazes de induzir morte somente em células que estejam se dividindo, 

sem, contudo, causar morte celular em interfase. Para tanto, nós utilizamos o mesmo protocolo de 

sincronização de células A549 em fase G2/M, descrito na Fig. 4.6, e realizamos ensaios de 

imageamento ao vivo para investigação do efeito indutor de morte mediado pela inibição de AURKA e/ou 

AURKB ao longo de três gerações celulares subsequentes. Nossos resultados mostram que a inibição 

de AURKA, por MLN 20 nM, bem como a inibição dual de AURKA e AURKB, por MLN 50 nM ou AI II 5 

µM, induz morte celular em mitose, como esperado para uma estratégia anti-mitótica. Entretanto, em 

todos os casos, nós também observamos uma indução de morte celular em interfase, sugerindo que a 

inibição de AURKA e/ou AURKB pode ser citotóxica fora da mitose (Fig. 4.25). Independentemente do 
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mecanismo de morte celular, em todos os casos observamos uma maior indução de morte mitótica e 

interfásica em células de terceira geração, que já acumularam diversos defeitos de divisão celular, 

sugerindo que o acúmulo de defeitos mitóticos aumenta a susceptibilidade à morte celular mediada pela 

inibição de AURKA e/ou AURKB. 

 

 

 

Fig. 4.25. A inibição das quinases AURKA e AURKB em células portadoras de mutação em KRAS induz morte celular em 

mitose e interfase. Acima. Painel representativo da morte celular em mitose e interfase mediada pela inibição de AURKA e/ou 

AURKB em células A549. Abaixo. Frequência e distribuição da morte celular em mitose e interfase, considerando três gerações 

celulares consecutivas (1° Gen., 2° Gen. e 3° Gen.) ou todas as gerações celulares conjuntamente (All), mostrando um acúmulo de 

morte em função do tratamento, de modo dose- e geração-dependente. Considerando-se o período de 48-96h, as células de 

terceira geração para MLN 50 nM e de segunda e terceira geração para AI II 5 µM não puderam ser analisadas porque nenhuma 

célula da geração celular anterior se dividiu. As barras de erro representam a média  1 DP. As diferenças estatísticas não são 

mostradas porque, embora a inibição de AURKA e/ou AURKB indique claramente uma maior morte celular em todos os casos, a 

alta variabilidade de resultados encontrada nas três replicadas experimentais não permite que esses valores sejam 

estatisticamente significativos. 

 

Uma vez observado, ao longo de nossos experimentos de time-lapse, que a morte mitótica 

poderia ocorrer após diferentes tempos de parada em mitose, e que a morte celular originada de células 

que apenas entraram em mitose e outras que ficaram paradas por muitas horas em mitose poderia 

envolver diferentes mecanismos de morte mitótica, nós decidimos analisar o tempo decorrido em mitose 
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antes de cada morte celular. Nossos experimentos demonstram uma grande variação dos tempos de 

parada em mitose precedentes à morte mitótica. Em linhas gerais, quanto mais intensa a inibição das 

quinases Aurora, menor é o tempo que precede a morte mitótica. Por outro lado, quando as células 

foram tratadas com MLN 50 nM, observamos que uma fração das células apresentaram um aumento no 

tempo que precede a morte mitótica nas primeiras 48h. Isso indica que diferentes condições de inibição 

de AURKA e/ou AURKB induzem morte mitótica por diferentes mecanismos (Fig. 4.26). 

 

 

 

Fig. 4.26. Diferentes condições de inibição das quinases AURKA e/ou AURKB induzem diferentes perfis de morte mitótica. 

Acima. Representação gráfica dos tempos de parada que precedem a morte mitótica induzida pela inibição de AURKA e/ou 

AURKB, considerando-se todas as gerações mitóticas conjuntamente. Abaixo. Distribuição e frequência dos tempos de parada em 

mitose que precede a morte mitótica em função da inibição de AURKA e/ou AURKB. Em linhas gerais, quanto mais intensa a 

inibição das quinases Aurora, ou quando maior o tempo de tratamento com inibidores, menor é o tempo que precede a morte 

mitótica. 

 



 
86 
 

  4.4. A inibição das quinases AURKA e AURKB por interferência de RNA em 

células portadoras de mutação em KRAS induz morte celular. 

 

Tendo em vista que alterações no ciclo celular, principalmente parada em G2/M podem 

induzir apoptose, e ainda, que as vias ativadas por KRAS estão relacionadas à regulação da morte 

celular (Cardone et al, 1998; Okamoto et al, 2014; Zaanan et al, 2015), e somado ao fato de que a 

inibição farmacológica destas quinases foi capaz de induzir morte celular (ver Resultados, item 4.3), nós 

resolvemos também avaliar se a inibição de AURKA ou AURKB por interferência de RNA poderia induzir 

morte celular. Como pode ser visto na Fig. 4.27, nossos resultados demonstram claramente que a 

inibição de AURKA ou AURKB por RNA de interferência (shAURKA + Dox; shAURKB + Dox) induz, em 

ambas as linhagens celulares A549 e H358, um aumento de caspase 3 (CASP3) clivada.  

 

 

Fig. 4.27. A inibição da expressão de AURKA ou AURKB por interferência de RNA em células portadoras de mutações em 

KRAS induz morte celular por apoptose. Células A549 e H358 com expressão induzível por doxiciclina de 2 shRNAs diferentes 

para AURKA (shAURKA#1 e shAURKA#2) ou AURKB (shAURKB#1 e shAURKB#2), bem como células H358 e A549 expressando 

um shRNA inócuo (shNTCtrl) foram tratadas com 2 ug/mL doxiciclina (Dox) por 5 dias ou deixadas sem tratamento (Mock) e 

submetidas a western blot. A inibição de AURKA ou AURKB induziu um aumento de CASP3 clivada, sugerindo morte celular por 

apoptose. Os anticorpos usados estão indicados. GAPDH foi usado como controle endógeno (loading control). 
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Por fim, nós também observamos em nossos ensaios de morte celular por microscopia em 

tempo real que células A549 expressando um shRNA para AURKA (shAURKA + Dox) são mais 

sensíveis à morte celular em interfase (Fig. 4.28), não sendo observada morte celular em mitose (dados 

não mostrados). Isso sugere que a morte celular mediada pela inibição da AURKA é citotóxica, uma vez 

que induz morte em células que não estão se dividindo. 

 

 

Fig. 4.28. A inibição da quinase AURKA em células portadoras de mutação em KRAS induz morte celular em interfase. 

Células A549 manipuladas para expressar de forma induzivel um shRNA para AURKA (shAURKA) ou um shRNA controle 

(shNTCtrl) foram tratadas (Dox) ou não (Mock) com doxiciclina (Dox) 2 ug/mL por 72 h e submetidas à análise por microscopia em 

tempo real pelas 48 h seguintes. Esquerda. Painel representativo da morte em interfase induzida pela inibição de AURKA em 

células portadoras de mutação em KRAS. Os números no canto inferior direito de cada imagem representam o tempo decorrido 

desde o início da morte celular observada. Direita. Frequência de morte em interfase observada, mostrando que a inibição de 

AURKA induz morte em interfase em células A549. 

 

Portanto, o menor crescimento, viabilidade e capacidade de crescimento independente de 

ancoragem induzido pela inibição de AURKA ou AURKB em células portadoras de mutações em KRAS 

(dos Santos, 2013) podem, pelo menos em parte, ser explicados por uma menor proliferação e indução 

de morte celular mediadas pela inibição destas proteínas. 
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4.5. A indução de morte celular pela inibição das quinases AURKA e AURKB em 

linhagens pulmonares depende da presença de KRAS oncogênica.  

 

Para que a inibição das quinases AURKA e AURKB possa ser uma abordagem relevante na 

terapia contra o câncer, é importante que os efeitos biológicos observados em decorrência da inibição 

farmacológica dessas quinases sejam específicos para (ou mais proeminentes em) células portadoras de 

mutações em KRAS. Para isso, nós realizamos uma série de ensaios biológicos em células H1703 

tumorais que expressam KRAS oncogênica (denominadas G12V) somente na presença de doxiciclina. 

Uma vez tendo demonstrado que a inibição de AURKA e/ou AURKB reduz o crescimento, a viabilidade e 

a capacidade de crescimento independente de ancoragem celular de modo dependente da presença de 

KRAS oncogênica em linhagens celulares derivadas de câncer de pulmão (dos Santos, 2013), nós 

investigamos, posteriormente, se esses efeitos eram devidos à uma maior morte celular ou menor 

capacidade proliferativa.  

Em ensaios de citometria de fluxo baseados na detecção de fosfatidilserina externalizada 

por Anexina V e incorporação de iodeto de propídio, nós demonstramos que esses efeitos são, pelo 

menos em parte, devidos à morte de células portadoras de mutações em KRAS quando tratadas com AI 

II. Nossos resultados mostram um acúmulo de células positivas para Anexina V e PI (~ 25%) após o 

tratamento com AI II especificamente em células H1703 que expressam KRASG12V (G12V + DOX). O 

tratamento com AI II em células que expressam somente KRASWT (T-RexB +/- Dox) não induz 

significativamente a proporção de células positivas para Anexina V e PI. Da mesma forma, o tratamento 

com AI II de células G12V na ausência de doxiciclina (e, portanto, na ausência de expressão de 

KRASG12V) também não leva ao acúmulo de células apoptóticas (positivas para Anexina V) (Fig. 4.29).  

Esses resultados foram posteriormente confirmados pela análise da clivagem de CASP3 por 

western blot. O tratamento com baixas concentrações de AI II em células que expressam somente 

KRASWT (T-RexB +/- Dox) ou não induzidas a expressar KRASG12V (G12V - Dox) não aumenta a razão 

CASP3 clivada/CASP3. Por outro lado, o tratamento com AI II na presença de KRASG12V (G12V + Dox + 

AI II) induz um aumento de CASP3 clivada, o que sugere morte celular por apoptose (Fig. 4.30).  

Portanto, a diminuição do crescimento, viabilidade e capacidade de crescimento 

independente de ancoragem induzida pela inibição de AURKA e/ou AURKB de forma dependente de 

KRAS se deve, pelo menos em parte, à apoptose de células que expressam KRASG12V. 
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Fig. 4.29. A inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB induz morte celular de modo dependente da presença 

de KRAS oncogênica. (A) Ensaio de citometria de fluxo baseado na externalização de fosfatidilserina (Anexina V) e incorporação 

de iodeto de propídeo (PI). Células H1703, geneticamente modificadas para a expressão induzível por doxiciclina (Dox) de 

KRASG12V, foram cultivadas na presença de 2 µg/mL Doxicilina (Dox) ou não por 24h previamente ao tratamento com 1 µM AI II ou 

com 0.1% DMSO (controle de solvente) pelas 72h seguintes. A distribuição das populações celulares positivas para Anexina V e/ou 

PI estão indicadas. (B) Representação gráfica da distribuição dos eventos mostrados em (A), considerando-se a seguinte 

classificação: (1) células viáveis: duplo negativo Anexina V/PI; (2) necrose: células positivas somente para PI; (3) apoptose recente: 

células positivas somente para Anexina V; e (4) apoptose tardia + necrose: duplo positivo Anexina V/PI. 

 

 

 

Fig. 4.30. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB induz morte por apoptose de modo dependente da 

presença de KRAS oncogênica. Células H1703 expressando KRASG12V (G12V + Dox) ou apenas KRASWT (TrexB +/- Dox ou 

G12V - Dox) foram tratadas com as concentrações indicadas do inibidor AI II ou com DMSO (controle de veículo) por 72h e 

submetidas a ensaios de expressão proteica por western blot. Os resultados mostram um aumento de CASP3 clivada somente na 

inibição de AURKA e AURKB em células expressando KRAS oncogênica, sugerindo morte celular por apoptose. 
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4.6. A inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB em células 

portadoras de mutação em KRAS reduz a migração, adesão e expressão e 

atividade de metaloproteinases de matriz associadas à invasão celular.  

 

Uma vez demonstrado que a inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB é 

capaz de reduzir o crescimento, viabilidade, capacidade de crescimento independente de ancoragem 

(dos Santos, 2013) e proliferação (ver Resultados, item 4.1), além de induzir morte celular (ver 

Resultados, item 4.3), e dado que tumores possuindo mutação em KRAS são altamente malignos e 

invasivos (Rui et al, 2015; Bournet et al, 2016; Kent et al, 2016), e, ainda, que as vias de sinalização 

de KRAS já foram implicadas na regulação da migração celular de diversos tumores (Al-Ghamdi et al, 

2011; Prieto et al, 2016), incluindo tumores pulmonares (Ma et al, 2015; Castellano et al, 2016), uma 

estratégia terapêutica capaz de inibir que células transformadas por KRAS migrem e invadam novos 

tecidos seria de alta relevância terapêutica.  

Inicialmente, nós decidimos inicialmente investigar se a inibição farmacológica dual de 

AURKA e AURKB por AI II possuía algum efeito sobre a migração de células positivas para KRAS. Para 

tanto, nós utilizamos células A549 e H358 parentais, não modificadas geneticamente, para realizar 

ensaios de migração baseados em técnicas de wound-healing. Nossos resultados demonstram que a 

inibição de AURKA e AURKB por AI II é capaz de reduzir a migração em 24 h, com uma diminuição da 

capacidade de migração celular de ~ 67% para células A549 (Fig. 4.31A) e ~ 45% para células H358 

(Fig. 4.31B), considerando-se a maior concentração testada de AI II, em relação ao controle DMSO, em 

ambos os casos. Para corroborar nossos resultados de migração celular por wound-healing e para 

expandir nossos conhecimentos acerca dos efeitos da inibição de AURKA e AURKB sobre a migração 

de células A549 e H358, nós, posteriormente, realizamos ensaios de migração baseados em técnicas de 

time-lapse para células tratadas com MLN ou AI II. Por meio da análise da migração célula a célula, nós 

observamos que a inibição de AURKA por MLN causa uma redução de 39% na distância celular migrada 

e redução de 37% da velocidade média de migração, para a maior concentração testada de MLN, em 

relação ao controle DMSO. Similarmente, AI II reduz a distância celular migrada em 55% e reduz a 

velocidade média de migração em 55%, em comparação ao controle DMSO (Fig. 4.32). Tomados juntos, 

esses resultados fornecem evidencias sobre a importância de AURKA e AURKB para a regulação da 

migração de células portadoras de mutação em KRAS. 
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Fig. 4.31. A inibição farmacológica da atividade de AURKA e/ou AURKB por AI II em células portadoras de mutações em 

KRAS reduz a migração celular. Ensaio de migração celular por would-healing em um período de 24 h para células parentais 

A549 (A) e H358 (B), tratadas com AI II nas concentrações indicadas ou DMSO 0,1% (controle de solvente do inibidor), mostrando 

que a inibição de AURKA e AURKB reduz a capacidade de migração de células portadoras de mutação em KRAS. Esquerda. 

Imagens representativas. Direita. Quantificação da área migrada mostrada à esquerda e normalizada em função do controle 

DMSO. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student 

(*p<0,05). 
 

 

Fig. 4.32. A inibição farmacológica das quinases AURKA e/ou AURKB reduz a migração de células portadoras de mutação 

em KRAS. Células A549 foram tratadas com as concentrações indicadas de MLN ou AI II e submetidas à análise da migração 

celular individual por técnicas de imageamento ao vivo por 12 h a partir do momento do tratamento. (A) Imagens representativas da 

migração celular individual e bidimensional analisada por time-lapse ao longo de 12 h em intervalos regulares de 5 min normalizada 

para a coordenada (0,0), mostrando que a inibição de AURKA por MLN ou AURKA e AURKB por MLN e por AI II induz um menor 

deslocamento celular no plano cartesiano. (B) Representação gráfica da média da soma dos deslocamentos celulares individuais 

(ΣΔS) ao longo de 12 h. (C) Velocidade celular média (V), mostrando uma redução da capacidade de migração em função da 

inibição de AURKA e/ou AURKB. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através 

do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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Posteriormente, para investigar se as quinases AURKA e AURKB possuíam um papel 

importante na invasão de células portadoras de KRAS oncogênica, nós analisamos, posteriormente, qual 

seria o efeito da inibição dessas quinases na secreção de enzimas relacionadas à invasão celular. Uma 

vez que as metaloproteinases de matriz 2 (MMP2) e 9 (MMP9) são proteínas essenciais para invasão de 

tecidos adjacentes ao tumor e metástase (Guan et al, 2015; Singh et al, 2015; Houghton, 2015), e 

dado que sua superexpressão e/ou atividade já foram implicadas na malignidade de diversos tumores 

(Park et al, 2011; Rachagani et al, 2011; Jabłońska-Trypuć et al, 2016; Okada et al, 2016; Salem et 

al, 2016; Xiang et al, 2016), incluindo tumores pulmonares (Wang et al, 2009; He et al, 2014; Lee et al, 

2015; Wang et al, 2015; Gong  et al, 2016), nós resolvemos avaliar a expressão e atividade dessas 

duas enzimas como uma abordagem indireta para investigar a capacidade de invasão de células 

portadoras de mutação em KRAS em função da inibição de AURKA ou AURKB.  

Para tanto, nós utilizamos células A549 e H358 parentais, não modificadas geneticamente, 

para realizar ensaios de zimografia para avaliar a atividade gelatinolítica de MMP2 e MMP9 em função 

da inibição de AURKA e AURKB. Nossos resultados demonstram que a inibição de AURKA e AURKB 

por AI II reduz a atividade gelatinolítica de MMP2 e MMP9 em A549 e, sobretudo, em H358, sugerindo 

que essas quinases podem contribuir para a invasão de células transformadas por KRAS (Fig. 4.33). 

 

 

Fig. 4.33.  A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB reduz a atividade gelatinolítica de MMP2 e MMP9. 

Esquerda. Ensaio de zimografia de células H358 e A549 tratadas com as concentrações indicadas do inibidor AI II ou com DMSO 

0,1% (controle de veículo) por 72h. As bandas correspondentes a pró-MMP2 e pró-MMP9 estão indicadas. Direita. Quantificação 

das bandas mostradas à esquerda por meio do software Odyssey (Licor).  
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Dado que as quinases AURKA e AURKB parecem regular a atividade gelatinolítica de 

metaloproteinases de matriz, nós decidimos, posteriormente, investigar se esta redução de atividade 

enzimática causada pela inibição farmacológica da atividade das quinases AURKA e AURKB estava 

relacionada a uma regulação negativa da expressão de MMP2 e MMP9. Por meio de ensaios de 

expressão proteica por western blot, nós observamos que a expressão de MMP2 e o processamento de 

MMP9 para a forma ativa é diminuído na presença de AI II em ambas as linhagens A549 e H358. Além 

disso, a forma zimogênica de MMP9 em A549 e H358 parece sofrer regulação positiva na presença de 

AI II, o que, mais uma vez, é condizente com a inibição do processamento de MMP9. De qualquer forma, 

nós demonstramos que as quinases Aurora são requeridas para o acúmulo das formas ativas de MMP2 

e MMP9, que podem estar envolvidas com a invasão de células A549 e H358 (Fig. 4.34). 

 

Fig. 4.34. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB reduz a abundância das formas ativas das 

metaloproteinases de matriz MMP2 e MMP9. (A) Western blot para células H358 e A549 tratadas com as concentrações 

indicadas do inibidor AI II ou com DMSO 0,1% (controle de veículo) por 72h. As bandas correspondentes às formas inativa e ativa 

de MMP2 e MMP9 estão indicadas. GAPDH e ACTB foram usados como controle de “loading”. (B) Quantificação densitométrica 

das bandas por mostradas em (A) por meio do software Odyssey (Licor). 

ACTB 
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Por fim, embora não tivéssemos proposto no nosso plano de trabalho inicial, nós também 

decidimos investigar o papel de AURKA e AURKB sobre a capacidade de adesão de células portadoras 

de mutações em KRAS. Dado que a KRAS oncogênica regula a expressão de várias proteínas 

importantes para a adesão celular em tumores (Liu et al, 2013; Satow et al, 2014; Alamo et al, 2015; 

Chu et al, 2015; Kim et al, 2016), incluindo tumores pulmonares (Marcias-Perez et al, 2008; 

Rachagani et al, 2011; Symonds et al, 2016), e AURKA e AURKB são importantes efetores da 

atividade oncogênica de KRAS (dos Santos, 2013), nós utilizamos os modelos celulares 

supramencionados para investigar os efeitos da inibição farmacológica de AURKA ou AURKB sobre a 

adesão de células portadoras de KRAS oncogênica.  

 

 

Fig. 4.35. A inibição farmacológica dual das quinases AURKA e AURKB reduz a adesão de células portadoras de KRAS 

oncogênica. (A) Imagens representativas de um ensaio funcional de adesão ao colágeno. Células A549 e H358 foram tratadas 

com as concentrações indicadas do inibidor AI II ou com DMSO 0,1% (controle de veículo) por 72h. (B) Quantificação da área 

corada das imagens representadas em (A) por meio do software ImageJ. (C) Ensaio de adesão celular combinado com ensaio de 

MTT, mostrando um decréscimo na redução de MTT de células aderidas mediante a inibição de AURKA ou AURKB. As barras de 

erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001). 
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Nossos resultados demonstraram que a inibição de AURKA e AURKB por AI II diminui 

fortemente a capacidade de adesão celular à matriz em ambas as linhagens celulares (Fig. 4.35A), com 

um decréscimo de ~ 85% para células A549 e ~ 89% para células H358, considerando-se a maior 

concentração testada de AI II, em comparação ao controle DMSO, em ambos os casos (Fig. 4.35B). 

Ainda assim, quando essas células são submetidas a um ensaio paralelo de redução de MTT, nós 

observamos uma redução da absorbância (e, portanto, do número de células aderidas à matriz) de ~ 

69% para células A549 e ~ 80% para células H358, considerando-se a maior concentração testada de AI 

II, em comparação ao controle DMSO, em ambos os casos (Fig. 4.35C). Portanto, a inibição de 

farmacológica de AURKA e/ou AURKB induz uma diminuição na capacidade de adesão de células A549 

e H358. 
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4.7. A inibição das quinases AURKA e AURKB por interferência de RNA em 

células portadoras de mutação em KRAS reduz a migração, adesão e atividade 

proteolítica de metaloproteinases de matriz associadas à invasão celular.  

 

Tendo demonstrado que a inibição farmacológica das quinases AURKA e AURKB em 

células portadoras de mutação em KRAS promove uma redução da migração, adesão e atividade 

proteolítica de metaloproteinases de matriz associadas à invasão celular (ver Resultados, item 4.6), nós 

decidimos corroborar nossos resultados anteriores por meio da inibição de AURKA ou AURKB por RNA 

de interferência em células A549 e H358.  

Para tanto, nós utilizamos células A549 e H358 geneticamente modificadas para expressar 

induzivelmente shRNAs contra KRAS (shKRAS#1 e shKRAS#2), AURKA (shAURKA#1 e shAURKA#2) 

ou AURKB (shAURKB#1 e shAURKB#2) e realizamos ensaios de wound-healing. Nossos resultados 

demonstram que a inibição de AURKA ou AURKB por RNA de interferência é capaz de reduzir a 

migração em 24 h (com uma diminuição da capacidade de migração celular de ~ 56-59% para KRAS, ~ 

32-46% para AURKA e ~ 57-60% para AURKB, em relação ao controle shNTCtrl em células A549, e 

uma redução de ~ 43-49% para KRAS, ~ 45-55% para AURKA e ~ 43-45% para AURKB, em relação ao 

controle shNTCtrl em células H358) (Fig. 4.36). 
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Fig. 4.36. A inibição da expressão de AURKA ou AURKB por interferência de RNA em células portadoras de mutações em 

KRAS reduz a migração celular. Ensaio de migração celular por would-healing em um período de 24 h para células (A) A549 e 

(B) H358 com expressão induzível por doxiciclina de 2 shRNAs diferentes para KRAS (shKRAS#1 e shKRAS#2), AURKA 

(shAURKA#1 e shAURKA#2) ou AURKB (shAURKB#1 e shAURKB#2), bem como células H358 e A549 expressando um shRNA 

inócuo (shNTCtrl). Todas as células representadas acima foram tratadas com 2 µg/mL de doxiciclina por 5 dias e então plaqueadas 

para a realização de cada ensaio. Esquerda. Imagens representativas da migração celular em 24 h de incubação. Direita. 

Quantificação da área migrada mostrada à esquerda e normalizada em função do controle shNTCtrl. As barras de erro 

representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001). 

 

Posteriormente, para corroborar nossos ensaios de migração, nós utilizamos células A549 

expressando um shRNA para AURKA e realizamos ensaios de migração celular baseados em técnicas 

de imageamento ao vivo, para avaliar a distância celular percorrida acumulada (∑∆S) e a velocidade 

celular média (V). Nossos resultados demonstraram que a inibição de AURKA por interferência de RNA 

reduz consideravelmente a distância celular percorrida acumulada, bem como a velocidade celular 
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média, sugerindo um papel importante de AURKA para a migração de células portadoras de mutação em 

KRAS (Fig. 4.37). 

 

Fig. 4.37. A inibição de AURKA por interferência de RNA em células pulmonares portadoras de mutação em KRAS reduz a 

migração celular. Células A549 manipuladas para expressar de forma induzivel um shRNA para AURKA (shAURKA) ou um 

shRNA controle (shNTCtrl) foram tratadas (Dox) ou não (Mock) com doxiciclina 2 μg/mL por 72 h e, então, submetidas à análise da 

migração célula a célula por imageamento ao vivo, ao longo de 12 h. Acima. Imagens representativas da migração celular 

individual e bidimensional normalizada para a coordenada (0,0), mostrando que a inibição de AURKA (shAURKA + Dox) induz um 

menor deslocamento celular no plano cartesiano. Abaixo. Representação gráfica da migração celular individual em função da 

distância acumulada ao longo de 12 h (ΣΔS) e da velocidade escalar celular média (V). No mínimo 50 células em cada experimento 

independente foram utilizadas para a análise da migração celular. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância 

estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

Posteriormente, tendo uma vez demonstrado as quinases AURKA e AURKB são 

importantes para a invasão de células portadoras de KRAS oncogênica, nós decidimos corroborar 

nossos resultados de invasão celular por meio da inibição de AURKA e/ou AURKB por RNA de 

interferência. Para tanto, nós utilizamos células A549 e H358, que naturalmente apresentam mutações 

em KRAS, geneticamente modificadas para o silenciamento induzível de AURKA ou AURKB por 

interferência de RNA, e realizamos ensaios de atividade enzimática de MMP2 e MMP9 por zimografia. 

Uma vez que a inibição da expressão de AURKA ou AURKB com doxiciclina (Dox) levou a uma redução 

da atividade gelatinolítica de MMP2 e MMP9, nossos resultados mostram que essas quinases são 

proteínas importantes para a secreção de MMP2 e MMP9 em células tumorais transformadas por KRAS 

(Fig. 4.38). 
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Fig. 4.38. A inibição da expressão de AURKA ou AURKB por interferência de RNA em células portadoras de mutações em 

KRAS reduz a atividade gelatinolítica das metaloproteinases de matriz MMP2 e MMP9. Células A549 (painéis A e B) e H358 

(painéis C e D) com expressão induzível de 2 shRNAs distintos para AURKA (shAURKA#1 e shAURKA#2) ou para AURKB 

(shAURKB#1 e shAURKB#2) ou expressando um shRNA sem alvos conhecidos (shNTCtrl) foram tratadas com 2 ug/mL de 

doxiciclina (Dox) por 5 dias para induzir a expressão dos shRNAs ou não tratadas (Mock). Esquerda. Ensaio de zimografia. As 

bandas correspondentes à pró-MMP2 e pró-MMP9 estão indicadas. Direita. Quantificação densitométrica das bandas mostradas à 

esquerda realizada por meio do software ImageJ e normalizada em função do controle shNTCtrl não induzido com doxiciclina 

(Mock). 

 

Por fim, embora não tivéssemos proposto em nosso plano de trabalho inicial, e tendo uma 

vez demonstrado que a inibição farmacológica de AURKA e/ou AURKB diminui a capacidade de adesão 
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de células portadoras de mutações em KRAS, nós também decidimos investigar se a inibição de AURKA 

ou AURKB por RNA de interferência diminuiria a adesão de células A549 e H358.  

 

Fig. 4.39. As quinases AURKA e AURKB promovem a adesão de células portadoras de KRAS oncogênica. (A) Imagens 

representativas de um ensaio funcional de adesão ao colágeno. Células A549 e H358 com expressão induzível por doxiciclina 

(Dox) de 2 shRNAs diferentes para AURKA (shAURKA#1 e shAURKA#2) ou 2 shRNAs diferentes para AURKB (shAURKB#1 ou 

shAURKB#2), bem como células H358 e A549 expressando um shRNA inócuo (shNTCtrl) foram tratadas com 2 ug/mL doxiciclina 

(Dox) por 5 dias ou deixadas sem tratamento (Mock). (B) Quantificação da área corada das imagens representadas em (A) por 

meio do software ImageJ. (C) Ensaio de adesão celular combinado com ensaio de MTT, mostrando um decréscimo na redução de 

MTT de células aderidas mediante a inibição de AURKA ou AURKB. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância 

estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).  
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Utilizando os mesmos modelos celulares descritos anteriormente, nós demonstramos que a 

inibição de AURKA e AURKB diminuem grandemente a capacidade de adesão à matriz em células 

portadoras de mutação em KRAS (Fig. 4.39A). Quando analisamos a área total de células aderidas e 

coradas em cada condição, nós observamos uma redução da área corada (e, portanto, da capacidade 

de adesão) de ~ 60-77% para AURKA e ~ 70-74% para AURKB em células A549, e ~ 74-79% para 

AURKA e ~ 61-81% para AURKB em células H358, considerando-se as condições tratadas (Dox) em 

relação aos seus respectivos controles (Mock) em cada caso (Fig. 4.39B). Ainda assim, quando essas 

células são submetidas a um ensaio paralelo de redução de MTT, nós observamos uma redução da 

absorbância (e, portanto, do número de células aderidas à matriz) de ~ 49-52% para AURKA e ~ 37-40% 

para AURKB em células A549, e ~ 55-56% para AURKA e ~ 38-46% para AURKB em células H358, 

considerando-se as condições tratadas (Dox) em relação aos seus respectivos controles (Mock) em cada 

caso (Fig. 4.39C), confirmando uma menor capacidade adesiva das células com inibição de AURKA ou 

AURKB. Portanto, nós propomos que as quinases AURKA e AURKB são importantes para a adesão de 

células portadoras de mutações em KRAS. 

 

Tomados juntos, esses dados mostram importantes papéis não mitóticos para AURKA e 

AURKB e sugerem a inibição dessas quinases como potenciais alvos terapêuticos capazes de inibir a 

migração, invasão e adesão de células tumorais pulmonares portadoras de mutações oncogênicas em 

KRAS.   
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4.8. A inibição da quinase AURKA por interferência de RNA em células 

portadoras de mutação em KRAS promove uma redução da formação de tumores 

in vivo. 

 

Para validar as quinases Aurora como potenciais alvos terapêuticos para o câncer de pulmão 

induzido por KRAS, é importante demonstrar que a inibição destas quinases reduz o crescimento tumoral 

induzido por KRAS in vivo. Tendo em vista que os nossos resultados in vitro foram semelhantes tanto 

para a AURKA, quanto para a AURKB (resultados descritos aqui e em dos Santos (2013) e dos Santos 

et al, (2016), e tendo em vista que a AURKA vem sendo mais extensamente implicada na oncogênese, 

sendo requerida para a formação de tumores in vivo (Tanaka et al, 2013; Jiang et al, 2014), nós 

realizamos estudos in vivo com a linhagem celular mutante para KRAS A549 com inibição induzível de 

AURKA por interferência de RNA para avaliar o efeito da inibição da expressão de AURKA no 

crescimento de tumores pulmonares xenográficos positivos para mutações em KRAS.  

 Para tanto, nós escolhemos nosso clone A549 shAURKA com melhor inibição induzível da 

expressão de AURKA (durante a etapa de validação), juntamente com nosso controle A549 shNTCtrl, e 

inoculamos subcutaneamente 2x106 células em camundongos nude. Após aparecimento de tumores 

palpáveis, a doxiciclina foi adicionada à agua de beber (1 mg/ mL) para induzir a expressão do shRNA e 

o crescimento tumoral foi monitorado regularmente. A administração de doxiciclina em camundongos 

inoculados com A549 shAURKA reduziu significantemente o crescimento (Fig. 4.40A) e peso (Fig. 

4.40B) de tumores formados. Estes efeitos não são oriundos da administração de doxiciclina, uma vez 

que o crescimento e peso tumorais não foram afetados por doxiciclina nos camundongos inoculados com 

A549 shNTCtrl. Por fim, a análise da expressão proteica de AURKA nos tumores dissecados confirma a 

inibição de AURKA somente nos tumores gerados a partir de células shAURKA tratadas com doxiciclina. 

(Fig. 4.40C). Interessantemente, a análise da expressão proteica de CASP3 clivada nos tumores 

dissecados não revelou nenhuma diferença em relação ao controle experimental, tanto por western blot 

(Fig. 4.40C), quanto por imunoistoquímica (Fig. 4.40D), indicando que a redução do tamanho dos 

tumores envolve outros mecanismos que não a morte celular induzida por apoptose. De qualquer forma, 

nossos ensaios in vivo corroboram nossa hipótese de que AURKA é requerida para a tumorigenicidade 

de células A549 portadoras de mutação em KRAS. 
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Fig. 4.40. A inibição da expressão de AURKA por interferência de RNA em células portadoras de mutação em KRAS reduz 

o crescimento de tumores xenográficos, mas não induz apoptose in vivo. Células A549 geneticamente modificadas para a 

expressão de um shRNA para AURKA (shAURKA) ou um shRNA sem homologia a genes humanos (shNTCtrl) foram 

subcutaneamente inoculadas em camundongos BalbC/nude (n=9 por grupo). A expressão do shRNA foi induzida pela adição de 

doxiciclina (Dox) na água de beber, conforme descrito nos métodos. Alternativamente, os camundongos foram inoculados com as 

células supramencionadas, mas não foram tratados (Mock, n=4 por grupo). (A) Volumes tumorais monitorados periodicamente 

após 26 dias do inóculo (dia 0). (B) Peso dos tumores após eutanásia (56 dias após inóculo). As barras de erro representam a 

média ± 1DP. (C) Análise da expressão de AURKA e CASP3 clivada por western blot após a excisão dos tumores. (D) Avaliação 

da morte celular por apoptose por imunofluorescência baseada na expressão de CASP3 clivada. Como controle positivo para 

presença de CASP3 clivada, usamos cortes histológicos de embriões de camundongo knockout para Ric-8B, cuja linhagem foi 

gerada a partir de células RRH188 (Stryke et al, 2003). A significância estatística foi determinada por ANOVA (“one-way analysis of 

difference”) seguido do teste de Bonferroni para múltiplas comparações (*p<0.05) e as comparações com diferença significativa 

estão indicadas por barras verticais (A) ou horizontais (B). 
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4.9. A KRAS oncogênica, não só induz a expressão de AURKA em células 

tumorais pulmonares, mas também do ativador de AURKA TPX2. 

Nós demonstramos que a inibição das quinases AURKA e AURKB, alvos da atividade 

oncogênica de KRAS no câncer de pulmão, é eficiente na redução da malignidade tumoral. Entretanto, 

nossos estudos, assim como diversos outros na literatura, sugerem que a inibição de quinases mitóticas, 

como AURKA e, sobretudo AURKB, pode ser demasiadamente perigosa, uma vez que interfere na 

ploidia celular, além de induzir outras alterações genéticas, tanto em células tumorais quanto em células 

saudáveis, gerando predisposição à transformação maligna.  

Tendo já sido demonstrado que TPX2, um importante ativador e estabilizador de AURKA, é 

também regulado por RAS, nós inicialmente hipotetizamos que a inibição de TPX2 poderia ser uma 

alterativa mais segura e/ou eficiente para inibir indiretamente a atividade oncogênica de AURKA no 

câncer de pulmão. Estudos já tinham demonstrado que TPX2 é requerido para atividade oncogênica de 

KRAS (Morgan-Lappe et al, 2007) e que a inibição farmacológica do complexo AURKA/TPX2 é capaz 

de modular alostericamente a atividade de AURKA (Janeček et al, 2016). Entretanto, até hoje, nenhum 

estudo demonstrou se TPX2 é, de fato, regulado por KRAS no câncer de pulmão e se a inibição de TXP2 

poderia especificamente reduzir a oncogenicidade de células portadoras de mutações em KRAS. 

Para verificar se TPX2 é regulado positivamente por KRAS em células pulmonares, nós 

inicialmente utilizamos células tumorais pulmonares H1703 (que não expressam KRAS oncogênica), 

manipuladas para expressar induzivelmente HA-KRASG12V (G12V + Dox) ou não (T-RexB ± Dox; G12V - 

Dox). Uma vez induzida a expressão de HA-KRASG12V, nós demostramos que células G12V tratadas 

com doxiciclina (indutor), não só expressam a forma oncogênica de KRAS, e apresentam níveis 

aumentados de AURKA como já demonstrado anteriormente (dos Santos, 2013), mas também 

apresentam níveis aumentados de TPX2 (Fig. 4.41), indicando que TPX2 é regulado positivamente por 

KRAS em células pulmonares 

Entretanto, sabendo-se que (1) KRAS induz proliferação celular e (2) AURKA e TPX2 são 

proteínas expressas sobretudo em mitose, nós resolvemos investigar se o aumento dos níveis de 

AURKA e TPX2 estavam associados a uma maior proporção de células mitóticas em cultura. Para 

verificar se a indução de KRAS oncogênica aumentava o índice mitótico em células H1703, nós 

realizamos novamente ensaios de expressão proteica por western blot para determinar os níveis de 
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ciclina B1 (CCNB1), como marcador de mitose celular. Nossos resultados demonstram que KRAS 

oncogênica eleva os níveis de CCNB1 em extrato proteico total, confirmando um aumento do índice 

mitótico induzido por KRAS (Fig. 4.42). Portanto, o aumento da expressão de AURKA e TPX2 observado 

é devido, pelo menos em parte, à maior presença de células mitóticas nas amostras estudadas. 

 

 

Fig. 4.41. A indução de KRASG12V leva ao aumento da expressão de AURKA e TPX2 em extratos proteicos totais de células 

geneticamente manipuladas para expressar KRAS oncogênica. Acima. Células H1703 foram tratadas ou não com doxiciclina 

(Dox) 2 ug/mL por 7 dias e os respectivos lisados submetidos à análise da expressão proteica de AURKA e TPX2 por western blot, 

mostrando que HA-KRASG12V leva a um aumento de AURKA e TPX2. Abaixo. Quantificação densitométrica das bandas 

representadas acima por meio do software ImageJ (NCBI). 

 

 

Fig. 4.42. A indução de KRASG12V leva ao aumento da expressão de CCNB1 em extratos proteicos totais de células 

geneticamente manipuladas para expressar KRAS oncogênica. Acima. Células H1703 foram tratadas ou não com doxiciclina 

(Dox) 2 ug/mL por 7 dias e os respectivos lisados submetidos à análise da expressão proteica de CCNB1 por western blot, 

mostrando que HA-KRASG12V induz aumento de CCNB1. Abaixo. Quantificação densitométrica das bandas representadas acima 

por meio do software ImageJ (NCBI).  
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Além disso, nós realizamos ensaios de imunoflourescência em células H1703 expressando 

KRAS oncogênica ou não, e quantificamos a expressão de AURKA e TPX2 associadas ao fuso mitótico 

somente em células em prometáfase e metáfase, que são as fases do ciclo celular de maior expressão 

dessas proteínas. Nossos resultados mostram que a indução de KRAS oncogênica induz um aumento 

de 301% sobre a expressão de AURKA e 274% sobre a expressão de TPX2, quando comparamos 

células H1703 G12V induzidas com doxiciclina com células H1703 G12V não induzidas. Portanto, a 

expressão mitótica de AURKA e TPX2 é fortemente regulada por KRAS oncogênica (Fig. 4.43).  

Por outro lado, uma vez que o potencial oncogênico de AURKA e TPX2 implica o 

envolvimento dessas proteínas em eventos celulares não mitóticos, como migração, invasão e 

resistência à morte celular, nós decidimos investigar se KRAS oncogênica regulava AURKA e TPX2 em 

interfase. Nossos resultados mostram que a expressão nuclear de AURKA e TPX2 é, respectivamente, 

278% e 238% maior em células H1703 G12V que expressam KRAS oncogênica, em comparação ao seu 

controle não induzido. Ainda assim, a expressão nuclear e citoplasmática de AURKA, quando 

considerada conjuntamente, aumenta 172% quando células H1703 G12V são induzidas a expressar 

KRASG12V. Portanto, KRAS oncogênica induz aumento da expressão de AURKA e TPX2 nucleares, bem 

como de AURKA quando quantificada em toda a célula (Fig. 4.44 e Fig. 4.46).  

Entretanto, como visto, o aumento de AURKA nuclear é consideravelmente maior em 

relação ao aumento de AURKA citoplasmática quando células H1703 G12V são induzidas a expressar 

KRASG12V (Fig. 4.44 B e C). Isso poderia indicar que a presença de KRAS oncogênica induz uma 

redistribuição celular de AURKA para o núcleo durante a interfase. Para checar esta hipótese, nós 

utilizamos o mesmo sistema descrito para células H1703 e quantificamos a relação AURKA 

nuclear/AURKA citoplasmática em todas as condições testadas. Nossos resultados mostram que 

AURKA é 149% mais nuclear em células H1703 G12V que expressam KRASG12V, em relação ao seu 

controle não induzido (Fig. 4.45).  Isso demonstra que KRAS não somente regula a expressão de 

AURKA, mas também regula a sua localização subcelular em células tumorais pulmonares 

transformadas por KRAS. 
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Fig. 4.43. A indução de KRASG12V leva a um aumento dos níveis mitóticos de AURKA e TPX2 em células geneticamente 

manipuladas para expressar KRAS oncogênica. Células H1703 foram plaqueadas e tratadas com doxiciclina (Dox) 2 ug/mL por 

48h ou deixadas sem tratamento (Mock), fixadas e submetidas a ensaios de imunoflourescência para detecção de HA-KRASG12V, 

AURKA e TPX2. Direita. Imagens representativas de células mitóticas em metáfase. Esquerda. Quantificação de KRAS, AURKA e 

TPX2, normalizada em função do controle T-RexB Mock. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística 

foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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Fig. 4.44. A indução de KRASG12V leva a um aumento de AURKA em interfase em células geneticamente manipuladas para 

expressar KRAS oncogênica. Células H1703 foram plaqueadas e tratadas com doxiciclina (Dox) 2 ug/mL por 48h ou deixadas 

sem tratamento (Mock), fixadas e submetidas a ensaios de imunoflourescência para detecção de AURKA. (A) Imagens 

representativas, mostrando que células G12V apresentam maior expressão de AURKA em interfase. (B e C) Quantificação das 

mesmas imagens demonstrando a variação da expressão de AURKA presente em toda a célula (B) ou somente no núcleo (C) de 

células em interfase. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t 

de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

 

Fig. 4.45. A indução de KRASG12V induz o acúmulo de AURKA nuclear em interfase. Células H1703 foram plaqueadas e 

tratadas com doxiciclina (Dox) 2 ug/mL por 48h ou deixadas sem tratamento (Mock), fixadas e submetidas a ensaios de 

imunoflourescência para detecção de AURKA.  Quantificação da distribuição subcelular de AURKA por meio da quantificação da 

relação AURKAnuclear/AURKAcitoplasmática célula a célula, demonstrando que a indução de KRASG12V induz acúmulo nuclear de 

AURKA. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student 

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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Fig. 4.46. A indução de KRASG12V leva a um aumento de TPX2 em interfase em células geneticamente manipuladas para 

expressar KRAS oncogênica. Células H1703 foram plaqueadas e tratadas com doxiciclina (Dox) 2 ug/mL por 48h ou deixadas 

sem tratamento (Mock), fixadas e submetidas a ensaios de imunoflourescência para detecção de TPX2. Esquerda. Imagens 

representativas, mostrando que células G12V induzidas apresentam maior expressão de TPX2 em interfase, em comparação aos 

respectivos controles. Direita. Quantificação das mesmas imagens mostrando a variação da expressão de TPX2 em interfase. As 

barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001). 

 

 

Sabendo-se que KRASG12V regula AURKA e TPX2 em células H1703 (ver resultados 

anteriores), nós, posteriormente, decidimos investigar se a expressão de KRAS oncogênica ocorria 

simultaneamente à expressão de AURKA ou TPX2 nas mesmas células, ou se esses dados refletiam 

apenas uma flutuação heterogênea do aumento de expressão dessas proteínas. Para tanto, nós 

realizamos ensaios de imunoflourescência de células H1703 duplamente marcadas com anticorpos anti-

KRAS e anti-AURKA, bem como anti-KRAS e anti-TPX2. Ademais, tendo uma vez observado que alguns 

trabalhos descrevem AURKA e TPX2 como uma holoenzima oncogênica (Asteriti et al, 2010), nós 

decidimos também investigar se o aumento de AURKA e TPX2 ocorria também simultaneamente, o que 

daria suporte à ideia de que KRAS regula a expressão deste complexo holoenzimático. Para tanto, 

utilizamos as mesmas células H1703 e realizamos ensaios de imunofluorescência com dupla marcação 

anti-AURKA e anti-TPX2. Em todos os casos, nossos resultados mostram que, após 48 h de indução 

com doxiciclina, o aumento de KRAS, AURKA e TPX2 ocorre simultaneamente, com índices de 

correlação linear (R2) de 0,658 para AURKA/TPX2, 0,3868 para KRAS/AURKA e 0,8077 para 

KRAS/TPX2, demonstrando que essas proteínas são mutuamente reguladas e sugerindo um papel 

importante para a oncogênese mediada pelo complexo AURKA/TPX2 (Fig. 4.47). 
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Fig. 4.47. A superexpressão KRASG12V é acompanhada pela co-expressão de AURKA e TPX2. A marcação dual de 

AURKA/TPX2 (A) sugere que este complexo funciona como uma unidade oncogênica, duplamente regulado por KRASG12V (B e C). 

Esquerda. Imagens representativas da marcação dual de AURKA/TPX2, KRAS/AURKA e KRAS/TPX2, mostrando um aumento 

conjunto na coexpressão dessas proteínas. Direita. Quantificação da intensidade de fluorescência combinada em cada caso, onde 

cada ponto representa a intensidade de fluorescência de duas proteínas diferentes em uma única célula, mostrando um aumento 

mútuo e progressivo da expressão de KRAS, AURKA e TPX2. 
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4.10. A expressão de AURKA e TPX2 está aumentada em pacientes de câncer de 

pulmão portadores de mutações oncogênicas em KRAS e está associada a um 

pior prognóstico. 

 

Tendo uma vez demonstrado que KRAS regula a expressão do complexo holoenzimático 

AURKA/TPX2 em linhagens celulares tumorais geneticamente modificadas para a expressão de KRAS 

oncogênica (ver Resultados, item 4.9), nós decidimos investigar se AURKA e TPX2 também são 

regulados por KRAS oncogênica em tumores pulmonares humanos reais. Para tanto, nós utilizamos a 

plataforma online SurvExpress – Biomarker validation for cancer gene expression, disponível em 

http://bioinformatica.mty.itesm.mx:8080/Biomatec/SurvivaX.jsp, para realizar a análise de bioinformática 

da expressão de AURKA e TPX2 em amostras de pacientes portadores de NSCLC (que apresentam alta 

taxa de mutação em KRAS) pertencentes ao banco de dados Lung Meta-base: 6 cohorts 22K genes, 

bem como avaliar se a expressão de AURKA ou TPX2 estaria associada com o prognóstico em NSCLC. 

Através desta análise, nós determinamos que pacientes portadores de tumores de alto risco de menor 

sobrevida global apresentam maior expressão de AURKA e TPX2 em relação a pacientes portadores de 

câncer de pulmão de baixo risco (Fig. 4.48). Ademais, nós observamos que uma alta expressão de 

AURKA ou TPX2 nestes mesmos tumores está associada a uma redução considerável na sobrevida de 

pacientes com NSCLC (Fig. 4.49). Tomados juntos, esses dados sugerem AURKA e TPX2 como alvos 

de KRAS, são importantes para o fenótipo maligno induzido por esta oncoproteína no câncer de pulmão. 

 

 

Fig. 4.48. A alta expressão de AURKA e TPX2 está associada a NSCLC de alto risco. Análise de bioinformática da expressão 

de AURKA e TPX2 em NSCLC, subclassificados em tumores de alto e baixo risco de menor sobrevida, de acordo com o banco de 

dados online SurvExpress – Biomarker validation for cancer gene expression, mostrando que ambos AURKA e TPX2 são 

superexpressos em tumores pulmonares mais agressivos. 
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Fig. 4.49. A expressão alta de AURKA ou TPX2 está associada à menor sobrevida de pacientes com NSCLC. Análise de 

bioinformática da expressão de AURKA ou TPX2 em NSCLC, e sua relação com a sobrevida de pacientes portadores de NSCLC, 

de acordo com o banco de dados online SurvExpress – Biomarker validation for cancer gene expression, mostrando que a 

superexpressão de AURKA ou TPX2 induz menor sobrevida dos pacientes.  
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4.11. A inibição de TPX2 por interferência de RNA reduz o crescimento e 

viabilidade celulares e induz morte de modo dependente de KRASG12V. 

 

Tendo uma vez demonstrado que TPX2 é alvo da atividade de KRAS oncogênica e para 

caracterizar TPX2 como alvo terapêutico no câncer de pulmão induzido por mutações em KRAS, nós 

utilizamos células A549, que naturalmente expressam KRAS oncogênica, além de células H1703, 

expressando ou não a forma oncogênica de KRAS, para inibir TPX2 por RNA de interferência. Por meio 

de ensaios de viabilidade baseados na formação de colônias em substrato sólido, nós demonstramos 

que a inibição de TPX2 induz a perda total da viabilidade de células A549 (Fig. 50). Mais interessante, a 

inibição de TPX2 em células H1703 induz maior redução de viabilidade na presença de KRASG12V, mais 

devida à redução da viabilidade propriamente dita (número de colônias), do que à proliferação celular 

(área das colônias), sugerindo que células possuindo KRASG12V são mais sensíveis à inibição de TPX2 

(Fig. 51). 

 

 
 

Fig. 50. A inibição de TPX2 em células pulmonares transformadas por KRAS induz a perda completa da viabilidade celular. 

A. Western blot mostrando a redução da expressão de TPX2 mediada por RNA de interferência em células A549. B. A inibição de 

TPX2 em células A549 induz a perda total da viabilidade celular. C. Quantificação do número (à esquerda) e área (à direita) das 

colônias mostradas em B. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do 

teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

 

Para saber se os efeitos da inibição de TPX2 sobre a viabilidade de células A549 e H1703 

eram devidos a uma menor proliferação celular e/ou maior indução de morte celular, nós realizamos 
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ensaios de ciclo celular baseados em técnicas de citometria de fluxo, por meio da marcação dessas 

células com iodeto de propídeo (PI). Nossos resultados demonstraram que a inibição de TPX2 induz um 

bloqueio em G2/M, além de aumentar a população de células em subG1, indicando morte celular (Fig. 

52). Mais interessante, a inibição de TPX2 induz bloqueio em G2/M e induz morte celular mais 

intensamente em células que expressam KRASG12V, sugerindo que células portadoras de KRAS 

oncogênica são mais sensíveis à inibição de TPX2 (Fig. 53).  

 

 

Fig. 51. A inibição de TPX2 reduz a viabilidade celular preferencialmente em células tumorais pulmonares portadoras de 

mutações em KRAS. A. Western blot a partir dos extratos proteicos mostrando a redução da expressão de TPX2 mediada por 

RNA de interferência em células H1703 G12V. B. A inibição de TPX2 (siTPX2) em células H1703 G12V induz uma maior redução 

da viabilidade celular na presença de KRAS oncogênica (Dox) quando comparada aos respectivos controles (siCtrl ou Mock). C. 

Quantificação do número (acima) e área (abaixo) das colônias mostradas em B, mostrando que células portadoras de mutações 

em KRAS (Dox) apresentam uma maior redução da viabilidade em relação a células tumorais não mutantes para KRAS (Mock). As 

barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001). 

 

 

Fig. 52. A inibição de TPX2 em células portadoras de mutação em KRAS induz bloqueio em G2/M, hiperploidia e morte 

celular. Células A549 expressando siRNAs contra TPX2 (siTPX2) ou siRNAs sem homologia a genes humanos (siCtrl) foram 

submetidas a ensaios de citometria de fluxo baseados na incorporação de PI. Esquerda. Representação gráfica da distribuição 

das populações em função do ciclo celular. Direita. Quantificação das populações mostradas à direta. As barras de erro 

representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001). 



 
115 

 

 

Fig. 53. A inibição de TPX2 por RNA de interferência em células geneticamente modificadas para expressar 

induzivelmente KRASG12V causa morte celular de modo levemente dependente de KRAS oncogênica. Células H1703 G12V 

previamente induzidas com doxiciclina 2 ug/mL (Dox) ou não (Mock) e expressando siRNAs contra TPX2 (siTPX2) ou siRNAs sem 

homologia a genes humanos (siCtrl) foram submetidas a ensaios de citometria de fluxo baseados na incorporação de PI. 

Esquerda. Representação gráfica da distribuição das populações em função do ciclo celular. Direita. Quantificação das 

populações mostradas à direta. As barras de erro representam a média  1 DP. A significância estatística foi determinada através 

do teste t de Student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 

 

Portanto, esses resultados sugerem que TPX2 é um importante efetor da atividade 

oncogênica de KRAS no câncer de pulmão e apontam esta proteína como um potencial alvo terapêutico 

no câncer de pulmão induzido por mutações em KRAS. 

Tomados em conjunto, os resultados descritos nesta tese sugerem que KRAS ativa o 

complexo TPX2/AURKA e ativa também a AURKB, sendo que estas vias são importantes para promover 

proliferação, sobrevida, migração, adesão e crescimento tumoral de células pulmonares portadoras de 

KRAS oncogênica. Embora a inibição de AURKA e AURKB esteja associada com anomalias mitóticas e 

a inibição de TPX2 com hiperploidia, o que poderia comprometer o uso destas proteínas como alvos 

terapêuticos, a frequência destas anomalias está diretamente relacionada com a frequência de morte 

celular, sugerindo que a inibição destas proteínas pode sensibilizar às células a outras terapias 

citotóxicas. A observação de efeitos preferencialmente em células expressando KRAS oncogênica indica 

a existência de uma janela terapêutica a ser explorada que pode resultar no desenvolvimento de uma 

terapia-alvo benéfica para os pacientes portadores de NSCLC com mutações em KRAS.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Anteriormente ao desenvolvimento deste trabalho nós havíamos demonstrado que (1) 

AURKA e AURKB são alvos transcricionais de KRAS no câncer de pulmão; (2) a inibição AURKA ou 

AURKB por RNA de interferência, assim como sua inibição farmacológica dual, promove uma redução 

no crescimento, viabilidade e oncogenicidade de células A549 e H358 positivas para mutações em 

KRAS; e (3) estes efeitos eram dependentes da presença de KRAS oncogênica (dos Santos, 2013; dos 

Santos et al, 2016).  

Neste trabalho, para melhor caracterizar as quinases AURKA e AURKB como potenciais 

alvos terapêuticos no câncer de pulmão induzido por mutações em KRAS, nós decidimos inicialmente 

avaliar qual o mecanismo de redução do crescimento e perda de viabilidade associado à inibição de 

AURKA e AURKB em células A549 e H358 (Objetivo Específico 1).  

A redução do crescimento e perda de viabilidade observada em nossos estudos 

precedentes poderia estar associada à menor proliferação e/ou menor resistência à morte celular. Por 

meio de ensaios de proliferação celular por citometria de fluxo baseados na incorporação de BrdU, nós 

demonstramos que a inibição farmacológica ou por interferência de RNA de AURKA ou AURKB em A549 

e H358 induz acúmulo da população G2/M, além de uma redução da proliferação celular (fase S) (Figs. 

4.4 e 4.18). Esses resultados são consistentes com o fato de que AURKA e AURKB são quinases 

mitóticas, requeridas para a proliferação celular. (Murata-Hori et al, 2002; Hirota et al, 2003; Marumoto 

et al, 2003; Eyers et al, 2003; Kunitoku et al, 2003; Ditchfield et al, 2003; Hauf et al, 2003; Goto et 

al, 2003; Dutertre et al, 2004; Fu et al, 2007). De fato, a inibição de AURKA ou AURKB induz uma 

redução da proliferação em diversos tumores (Zhang et al, 2004; Zhang et al, 2011; Sun et al, 2015, 

Xing et al, 2015), incluindo tumores pulmonares (Chin et al, 2014; Lu et al, 2014). Ademais, estudos 

mostram que a inibição de RALA, um componente da via de RalGDS requerido para a oncogenicidade 

mediada por KRAS (Lim et al, 2005) e ativado por AURKA (Lim et al, 2010) reduz a proliferação celular 

in vitro (Male et al, 2012). Do mesmo modo, a inibição de NF-κB, outro componente necessário para a 

oncogenicidade mediada por KRAS (Bassères et al, 2010) e ativado por AURKA (Briassouli et al, 

2007), reduz a proliferação celular (Al-Halabi et al, 2011; Chen et al, 2015). Além disso, a inibição da 

AURKA em tumores de ovário induz parada do ciclo celular e redução da proliferação de modo 

dependente da presença de NF-κB (Chefetz et al, 2011). Isso sugere que AURKA requer, pelo menos 
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em parte, o envolvimento de vias de sinalização diversas na regulação da proliferação celular em 

tumores mediados por KRAS oncogênica. 

Além disso, o efeito antiproliferativo de vários inibidores farmacológicos de AURKA e 

AURKB já foi demonstrado ser eficaz na redução da proliferação in vitro e in vivo. Compostos derivados 

de quinolonas, assim como AI II, capazes de inibir quinases por competição com ATP, mostram forte 

efeito antiproliferativo in vitro (Carta et al, 2015). MLN8237, um inibidor seletivo para AURKA em baixas 

concentrações e que inibe simultaneamente AURKA e AURKB em concentrações elevadas (Asteriti et 

al, 2010), em atual fase II de pesquisa clínica (Infante et al, 2008), induz parada em G2/M em células de 

tecido mielóide (Shu et al, 2015). Do mesmo modo, ZLJ213, um inibidor seletivo de AURKA e VEGFR 

suprime o crescimento de tumores de cólon e reduz a proliferação in vitro (Zhou et al, 2015). Mais 

importante, MT477, um inibidor de AURKA, inibe a proliferação em várias linhagens celulares, incluindo 

células tumorais transformadas por KRAS (Jasinski et al, 2011). 

No caso da quinase Aurora B, o uso de inibidores seletivos, como barasertibe 

(AstraZeneca), atualmente em fase II de pesquisa clínica (Boss et al, 2010; Lowenberg et al, 2011), 

reduz com grande eficácia a proliferação e repopulação celular de tumores altamente proliferativos (Sak 

et al, 2012). Por fim, GSK1070916 (GlaxoSmithKline), um inibidor seletivo de AURKB e AURKC em atual 

fase I de pesquisa clínica (Hardwicke et al, 2009), reduz a proliferação celular in vitro e in vivo em 

células de diversos tumores, incluindo células de tumores pulmonares, como A549 (Hardwicke et al, 

2009). 

Para caracterizar mais a fundo os efeitos das quinases Aurora sobre a proliferação celular, 

nós avaliamos o efeito da inibição destas quinases sobre a ploidia e divisão celulares. Baseando-se em 

técnicas de imageamento ao vivo, nós investigamos os efeitos da inibição de AURKA e/ou AURKB sobre 

a regulação da entrada em mitose e demonstramos que a inibição de AURKA induz um atraso da 

entrada em mitose, além de prolongamento da própria mitose, que aumenta com o aumento da 

concentração de MLN (Figs. 4.7, 4.8 e 4.9).  

Consistentes com esses dados, vários estudos mostram que a inibição de AURKA é capaz 

de bloquear a transição G2/M (Du et al, 2004; Cazales et al, 2005, dos Santos et al, 2016). Isso, em 

parte, é explicado pelo fato de que, nos centrossomos, a AURKA fosforila CDC25B, induzindo o 

recrutamento de CCNB1 para o núcleo e ativação de CDK1, que são eventos importantes para a 

maturação do centrossomo durante a fase G2 do ciclo celular (Lindqvist et al, 2009) e, 

consequentemente, para a entrada em mitose (Carvajal et al, 2006; Barr et al, 2007). De fato, estudos 
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mostram que a maturação do centrossomo e a ativação de CDK1 e CCNB1 são totalmente dependentes 

de AURKA e PLK1 (Barr et al, 2007), enquanto outros mostram que proteínas centrossoméricas 

influenciam o tempo de quebra do envelope nuclear e, portanto, da entrada em mitose, de modo 

dependente de AURKA (Hachet et al, 2007; Portier et al, 2007). 

Esses resultados, embora estatisticamente significativos, são aparentemente pequenos, 

diante da importância de AURKA para a regulação de proteínas que coordenam a entrada em mitose. 

Todavia, isso pode ser explicado pelo fato de que muitas proteínas envolvidas na rede molecular que 

controla a entrada em mitose são redundantes para essa decisão (Lindqvist et al, 2009). De fato, 

diversos estudos mostram que inibição genética ou farmacológica de CDC25B (Lindqvist et al, 2005), 

PLK1 (van Vugt et al, 2004), AURKA (Marumoto et al, 2002) ou CCNB1 (Bellanger et al, 2007) induz 

um efeito muito pequeno sobre a regulação da entrada em mitose e efeitos mais proeminentes são 

observados quando se faz a inibição simultânea de duas ou mais proteínas centrossoméricas (Gong et 

al, 2007).  

Interessantemente, a inibição dual de AURKA e AURKB por AI II, não só atrasa a entrada 

em mitose, mas também causa, em algumas células observadas, uma saída da mitose muito precoce 

(Figs. 4.7, 4.8 e 4.9). O prolongamento da interfase e atraso da entrada em mitose observados neste 

caso são devidos provavelmente à inibição mais eficiente de AURKB por AI II, em comparação à inibição 

por MLN, uma vez que a inibição de AURKB resulta em atrasos da fosforilação mitose-específica da 

histona H3, fazendo com que células entrem em mitose tardiamente e com erros de condensação da 

cromatina (Smith et al, 2001; Chang et al, 2007). A saída precoce da mitose mediada por AI II, 

observada em algumas células, também pode explicada pela inibição de AURKB. De fato, estudos 

mostram que AURKB, diferentemente de AURKA, exerce muito mais seu papel como reguladora do 

checkpoint mitótico do que como mediador da progressão mitótica (Keen et al, 2009). Desse modo, 

potentes inibidores de AURKB, como AI II induzem o alinhamento incorreto dos cromossomos na placa 

metafásica, ativando o checkpoint do fuso mitótico e, com isso, células ficam impossibilitadas de 

continuar a mitose e retornam à interfase rapidamente, diminuindo o tempo médio da mitose (Gascoigne 

et al, 2009).  

Por fim, nós observamos que células nas quais AURKB está inibida são muito mais sujeitas 

à erros de citocinese (Figs. 4.12, 4.13 e 4.14). De fato, a inibição de AURKB leva à poliploidia causada 

por uma falha de citocinese (Schumacher et al, 1998; Giet et al, 2001), em um mecanismo bastante 

complexo, que envolve diversas proteínas associadas à divisão celular normal, tais como a GTPase Rho 
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(Yokoyama et al, 2005), além de desmina, vimentina, ZEN-4/MKLP1, TACC1 e MgcRacGAP (Severson 

et al, 2000; Kawajiri et al, 2003; Goto et al, 2003; Minoshima et al, 2003; Delaval et al, 2004; Guse et 

al, 2005). 

Mais importante do que isso, nós observamos que a inibição de AURKA, seja por 

interferência de RNA, seja farmacológica, induz uma série de alterações mitóticas, como blebbings em 

telófase, associados ou não a erros de citocinese, defeitos de alinhamento do fuso mitótico e presença 

de mitoses multipolares (Figs. 4.12, 4.13 e 4.14). Esses efeitos são, em parte, esperados, uma vez que 

AURKA é uma proteína essencial para o correto alinhamento e segregação das cromátides durante a 

mitose (Berdnik et al, 2002; Kufer et al, 2002; Hirota et al, 2003; Marumoto et al, 2003; Eyers et al, 

2003; Kunitoku et al, 2003; Dutertre et al, 2004; Fu et al, 2007) e a perda dessa proteína resulta em 

severos erros de divisão celular. De fato, vários estudos mostram que a deleção ou inibição da atividade 

de AURKA induz a má formação do fuso mitótico (Roghi et al, 1998; Giet et al, 1999; Hannak et al, 

2001; Dutertre et al, 2002; Marumoto et al, 2003). 

Esses dados não somente corroboram nossos ensaios de proliferação celular, mas mostram 

que AURKA e AURKB são proteínas importantes para o crescimento e progressão tumoral. Tomados 

juntos, esses resultados apoiam nossa hipótese de que a inibição de AURKA e/ou AURKB poderia ser 

uma estratégia terapeuticamente relevante para tumores altamente proliferativos, tais como tumores 

pulmonares mediados por mutações em KRAS. 

Posteriormente, nós investigamos se o mecanismo de perda de viabilidade e redução de 

crescimento celular mediado pela inibição de AURKA e AURKB poderia envolver também algum efeito 

sobre a morte celular. Nós observamos que a inibição de AURKA ou AURKB por interferência de RNA 

induz a clivagem de CASP3 (Fig. 4.27), um dos eventos finais da cascata apoptótica (Cohen, 1997).  

Estes resultados estão de acordo com estudos que mostram que a inibição de AURKA por 

RNA de interferência induz morte celular por apoptose em tumores mamários (Wan et al, 2010) e 

estudos mostrando que AURKB inibe a apoptose através da ativação de NF-κB (He et al, 2015). Além 

disso, estudos mostram que a quimioterapia associada à inibição de AURKB induz apoptose em tumores 

de estômago (Chiou et al, 2014), bem como aumenta a sensibilidade à morte celular mediada por 

indometacina, via regulação de c-Myc (Ma et al, 2015). Por fim, e mais importante, o silenciamento de 

AURKB por RNA de interferência mostrou-se eficiente na indução da apoptose em células pulmonares 

A549 (Yu et al, 2015).  
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A inibição farmacológica de AURKA e AURKB também promove morte celular. De fato, a 

inibição da quinase Aurora A por VX-680 (Merck Sharp & Dohme Corporation), um inibidor em atual fase 

I de pesquisa clínica (Traynor et al, 2011), aumenta a sensibilidade celular à apoptose induzida por 

paclitaxel em tumores de colo do útero (Sum et al, 2015). Igualmente, ZLJ213, um inibidor seletivo de 

AURKA e VEGFR, suprime o crescimento e induz morte celular por apoptose em tumores de colo do 

útero (Zhou et al, 2015). Por outro lado, MLN induz apoptose pela via mitocondrial e autofagia, num 

processo dependente das vias de sinalização PI3K/AKT/mTOR, p38 MAPK e AMPK (Shu et al, 2015). 

Por fim, a inibição de RALA, um componente da via de sinalização de KRAS sabidamente regulado por 

AURKA (Lim et al, 2005; Lim et al, 2010), induz apoptose in vitro (Male et al; 2012). 

No caso da AURKB, o uso de inibidores seletivos, como GSK1070916 ou AZD1152, é 

suficiente para induzir morte celular por apoptose (Hardwicke et al, 2009; Sak et al, 2012). Além disso, 

a depleção de AURKB induz tetraploidia e células tetraploides são mais sensíveis à morte celular 

mediada pela inibição de AURKB (Marxer et al, 2012), o que sugere um efeito de feedback positivo 

sobre a morte celular mediada pela inibição farmacológica de AURKB. 

Ademais, em nossos ensaios de morte celular por imageamento ao vivo, nós observamos 

que a morte celular mediada pela inibição de AURKA foi eficiente em apenas uma pequena fração das 

células tratadas, sobretudo em células de terceira geração mitótica a partir do momento do tratamento 

com MLN ou AI II (Fig. 4.25). Isso significa que a inibição de AURKA pode gerar mitoses anômalas, com 

defeitos que se propagam e amplificam ao longo das sucessivas gerações mitóticas, sem, contudo, 

causar morte celular. Particularmente, quando células A549 são tratadas com MLN, nós observamos a 

presença de múltiplas divisões celulares assimétricas, características do desbalanceamento 

cromossômico durante a mitose e responsáveis pela geração de células aneuploides. Por outro lado, 

quando células A549 são tratadas com AI II, o bloqueio simultâneo de AURKA e AURKB induz a perda 

quase total da capacidade de divisão celular. Essas células, entretanto, continuam a duplicar DNA e 

sofrem tentativas frustradas de citocinese, indeterminadamente, gerando, assim, hiperploidia. Em ambos 

os casos, apenas uma pequena fração de células acumula defeitos mitóticos suficientes para levar à 

morte mitótica (Fig. 4.25). 

A aneuploidia e poliploidia foram recentemente descritas por Rutledge et al (2016) e Nitta 

et al (2002), respectivamente, como importantes causadores de instabilidade genética e câncer. Além 

disso, a aneuploidia tem sido considerada indicativo de mau prognóstico e responsável pela progressão 

tumoral e baixa sobrevida de pacientes portadores de diversos tumores (Cappello et al, 2014; Mandrioli 
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et al, 2016; Xu et al, 2016), incluindo tumores pulmonares (Kops et al, 2005; Gao et al, 2007; Jung et 

al, 2007).  

Diversos estudos mostram que a inibição de AURKA por MLN é capaz de induzir 

aneuploidia em alguns tumores, mas não em outros. Isso parece estar relacionado à função de p53, em 

um mecanismo que envolve o checkpoint pós-mitótico dependente de p53 como um mecanismo de 

prevenção da aneuploidia quando o checkpoint do fuso falha (Huang et al, 2009; Li et al, 2010; 

Tsuchiya et al, 2011). De fato, modelos celulares nos quais a função de p53 está intacta são mais 

resistentes à aneuploidia induzida pela inibição de AURKA (Zhou et al, 2013).  

Por outro lado, estudos mostram que alterações da expressão e/ou atividade de AURKB 

produzem células multinucleadas e interferem com a ploidia celular (Tatsuka et al, 1998; Ota et al, 

2002), contribuindo, inclusive, para o agravamento da aneuploidia em linhagens celulares derivadas de 

NSCLC, o que é um importante evento durante o desenvolvimento de tumores. Ademais, estes mesmos 

estudos mostram que a inibição de AURKB é muito mais eficiente na indução de aneuploidia, em relação 

à inibição de AURKA, mesmo em células não mutantes para p53 (Takeshita et al, 2013). 

Isso explica, pelo menos em parte, o fato de geralmente não observarmos a indução de 

aneuploidia em nossos modelos celulares quando fazemos a inibição de AURKA com MLN 20 nM. Por 

outro lado, a inibição combinada de AURKA e AURKB, seja pelo tratamento com MLN 50 nM, seja por AI 

II 5 µM, é muito mais eficiente na indução de aneuplodia em células A549, que não apresentam 

mutações em p53 (Figs. 4.12, 4.13, 4.15 e 4.16). 

Nesse sentido, a inibição de AURKA e/ou AURKB pode ser uma estratégia eficaz na 

redução da oncogenicidade mediada por mutações em KRAS, mas pode também originar diversos 

outros problemas associados à instabilidade genética e/ou indução de aneuploidia, que são eventos 

fortemente pró-tumorigênicos.  

Essa dicotomia, porém, não descarta essas proteínas como potenciais alvos terapêuticos no 

câncer de pulmão mediado por KRAS, principalmente se usadas em combinação com agentes 

citotóxicos que causem morte celular. De fato, a inibição destas quinases sensibiliza células tumorais à 

morte celular (Marxer et al, 2012). De qualquer forma, estudos adicionais são necessários para que 

essas quinases possam ser elencadas como alvos seguros e eficazes no tratamento de pacientes 

portadores de mutações em KRAS. 

Por fim, para que a inibição de AURKA e/ou AURKB possa ser uma abordagem relevante 

na terapia contra o câncer de pulmão, é importante que os efeitos biológicos observados em decorrência 
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da inibição farmacológica dessas quinases sejam específicos para (ou mais proeminentes em) células 

portadoras de mutações em KRAS. Nós já havíamos demonstrado que a inibição de AURKA e/ou 

AURKB por AI II induz menor crescimento, viabilidade e capacidade de crescimento independentemente 

de ancoragem somente na presença de KRASG12V (dos Santos, 2013). Aqui nós vimos que a inibição 

dual de AURKA e AURKB por AI II induz um elevado percentual de células duplamente positivas para 

iodeto de propídio e Anexina V (Fig. 4.29), além de induzir um aumento de CASP3 clivada (Fig. 4.30), 

somente na presença de KRASG12V, sugerindo, pela primeira vez, que células portadoras de mutações 

em KRAS são mais sensíveis à morte celular induzida pela inibição de AURKA e/ou AURKB. 

Embora a seletividade de inibição de AURKA e AURKB tenha sido estudada somente em 

células possuindo a mutação KRASG12V, é bem compreendido que o status mutacional de KRAS pode 

influenciar a resposta às terapias alvo-dirigidas. De fato, estudos mostram que, em tumores 

pancreáticos, a inibição de MEK, um componente da via de sinalização RAS/RAF/MEK/ERK, afeta 

preferencialmente células portadoras de mutações KRASG12D, ao passo que linhagens celulares 

possuindo KRASG12V ou submetidas a ensaios de ganho de função de KRAS são cerca de dez vezes 

mais resistentes à inibição de MEK (Hamidi et al, 2014). Similarmente, outros estudos mostram que 

células pulmonares H358 (KRASG12C) são sensíveis à inibição de MEK, ao passo que células A549 

(KRASG12S) são resistentes a esta inibição. Entretanto, a inibição combinada de MEK e EGRF é capaz de 

sensibilizar células A549 (KRASG12S), mas não células pulmonares H23 (KRASG12C) (Yoon et al, 2010). 

Além disso, estudos sugerem que a resposta celular ao decitabine é dependente do perfil mutacional de 

KRAS em tumores do ovário (Stewart et ao, 2015). Por fim, estudos mostram que a proliferação e morte 

de células gástricas tumorais possuindo KRASWT ou KRASG12A são igualmente afetadas pelo cetuximabe 

in vitro, mas diferem significativamente em estudos in vivo (Shi et al, 2014), sugerindo que terapias alvo-

dirigidas são fortemente dependentes do perfil mutacional de KRAS e de contextos celulares distintos, 

sendo uma abordagem extremamente importante no estudo de novas terapias contra o câncer. 

Desse modo, embora nossos resultados mostrem a seletividade dos efeitos da inibição de 

AURKA e/ou AURKB em células pulmonares H1703 portadoras da mutação KRASG12V, será preciso 

avaliar se esta seletividade também se confirma em face de outras mutações oncogênicas em KRAS. De 

qualquer forma, a mutação oncogênica KRASG12V é a segunda mutação oncogênica em KRAS mais 

frequente em câncer de pulmão, sendo superada apenas pela mutação KRASG12C (Cox et al, 2014; 

Varsan et al, 2014). 
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De acordo com nosso Objetivo Específico 2 nós, posteriormente, decidimos investigar os 

efeitos da inibição de AURKA e/ou AURKB sobre a migração e invasão de células portadoras de 

mutações em KRAS. Apesar de a maioria das terapias anti-tumorais terem como alvo a inibição do 

crescimento tumoral, a metástase é o principal fator que contribui para a alta letalidade do câncer 

(Davies, 2012; Razidlo et al, 2015). De fato, metástases são responsáveis por cerca de 90% de todas 

as mortes relacionadas ao câncer em humanos (Weigelt et al, 2005). Uma vez que tumores possuindo 

mutações em KRAS são altamente invasivos e metastáticos (Yu et al, 2011; Deng et al, 2015; 

Castellano et al, 2016; Liu et al, 2016; Pietro et al, 2016; Ribeiro et al, 2016), espera-se que 

estratégias terapêuticas alvo-dirigidas para tumores mediados por KRAS sejam capazes de reduzir a 

malignidade tumoral, por meio da redução da migração e invasão celulares.  

Nós demonstramos que a inibição farmacológica ou por interferência de RNA de AURKA ou 

AURKB é capaz de reduzir a migração celular, tanto em ensaios de wound-healing quanto em ensaios 

de imageamento ao vivo (Figs. 4.31, 4.32, 4.36 e 4.37). De fato, as quinases AURKA e AURKB têm sido 

reportadas na regulação da migração celular em vários tumores (Mahankali et al, 2015; Porcelli et al, 

2015; Wu et al, 2016; Maimaiti et al, 2016), incluindo tumores pulmonares (Zhou et al, 2014; Xu et al, 

2014). Estudos mostram que o silenciamento de AURKA reduz a migração celular (Xing et al, 2015), 

através da fosforilação de FAK (Zang et al, 2011; Zhang et al, 2012), que é requerida para manutenção 

da malignidade de tumores pulmonares transformados por KRAS (Konstantinidou et al, 2013).  Além 

disso, a ativação de RALA por AURKA é essencial para a migração celular em tumores renais (Wu et al, 

2005). Por outro lado, a inibição de AURKB também reduz a migração celular, por meio da regulação da 

via de sinalização de PI3K/Akt/NF-κB (Zhu et al, 2014). 

A inibição farmacológica de AURKA ou AURKB também é capaz de reduzir a migração 

celular em vários tumores. De fato, a inibição de AURKA por VX-680 induz menor migração por 

regulação da via de AKT e FAK em células de carcinoma de cabeça e pescoço (Wu et al, 2016). Além 

disso, dados de microarranjo mostram que tumores com elevado potencial de migração possuem 

superexpressão de AURKA e que sua inibição é suficiente para reduzir a migração celular in vitro 

(Maimaiti et al, 2016). Por fim, barasertibe, um inibidor específico de AURKB, reduz grandemente a 

invasão e migração de tumores altamente metastáticos e com baixa resposta à quimioterapia (Porcelli 

et al, 2015). 

Embora não tenhamos avaliado diretamente a capacidade de invasão celular, utilizamos 

técnicas de zimografia para avaliar a atividade enzimática das metaloproteinases de matriz 2 (MMP2) e 9 
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(MMP9), bem como sua expressão proteica por western blot. Embora a investigação de outras MMPs 

seja também importante para o estudo de terapias alvo-dirigidas contra o câncer, uma vez que já foram 

implicadas na manutenção da oncogenicidade mediada por KRAS, tanto em tumores pancreáticos 

(Krantz et al, 2011), quanto em tumores pulmonares (Regala et al, 2011; Schütz et al, 2015), nós nos 

concentramos em avaliar MMP2 e MMP9 na oncogenicidade mediada por KRAS pelos motivos descritos 

a seguir. Primeiro, MMP2 e MMP9 já foram implicadas na malignidade de diversos tumores pulmonares, 

incluindo tumores mediados por KRAS oncogênica (Thorgeirsson et al, 1985; Ballin et al, 1988; 

Bernhard et al, 1994; Deryugina et al, 2006). Segundo, a expressão ou atividade de MMP2 e MMP9 é 

aumentada por vários mediadores da oncogenicidade de KRAS, como RALA (Aguirre-Ghiso et al, 

1999) e os fatores de transcrição NF-κB (Hu et al, 2003; Bera et al, 2013), AP1 (Noh et al, 2015) e Ets1 

(Puzovic et al, 2014). Terceiro, a transformação maligna induzida por arsênico aumenta a secreção de 

MMP9, mas o silenciamento genético de KRAS é capaz de reverter esse fenótipo, reduzindo a secreção 

de MMP9 (Ngalame et al, 2014). Quarto, células que perderam a capacidade de secreção de MMP2 e 

MMP9 em resposta à alta densidade celular tem essa função celular restaurada pela expressão de RAS 

oncogênica (Esparza et al, 1999). E, finalmente, embora tenham seus estudos clínicos descontinuados 

em fase III em função de sua toxicidade, inibidores de metaloproteinases, como marimastate e 

prinomastate, são suficientes para reduzir a metástase de tumores pulmonares mediados por KRAS, 

incluindo NSCLC (Cathcart et al, 2015). 

De acordo com a nossa premissa, a inibição de AURKA ou AURKB por interferência de 

RNA diminui a secreção de pró-MMP2 e pró-MMP9 em células A549 e H358 (Fig. 4.38). E o tratamento 

com o inibidor dual das quinases Aurora AI II também diminui, nas linhagens A549 e H358 positivas para 

mutações em KRAS, a atividade gelatinolítica de MMP2 e MMP9 de maneira dose-dependente (Fig. 

4.33). Esses dados são consistentes com o fato de que AURKA e AURKB promovem invasão e regulam 

metaloproteinases de matriz. A superexpressão de AURKA induzida por PEG3 leva à maior progressão 

tumoral por regulação positiva de MMP2 e MMP9 (Emdad et al, 2005). Por outro lado, o knockdown de 

AURKA reduz a expressão de MMP2 in vitro (Zhang et al, 2011; Zhang et al, 2012), o número de 

metástases in vivo (Maimaiti et al, 2016), além de reduzir a invasão celular e a expressão de MMP9, por 

meio da inibição de NF-κB e AP-1, que são os principais fatores de transcrição de MMP9 em tumores 

mamários (Noh et al, 2015). Ademais, a inibição de vias de sinalização downstream de AURKA, como 

RALA, reduz a invasão em células de tumores pulmonares mediados por KRAS (Male et al, 2012). Por 

fim, DX-2400, um inibidor de MMP-14, enzima que catalisa a conversão de pró-MMP2 a MMP2 e pró-



 
125 

 

MMP9 a MMP9 (Lemaître et al, 2006), reduz o número de metástases observadas em tumores de 

fígado e pulmão (Devy et al, 2009). Já no caso de AURKB, estudos sugerem que o silenciamento de 

AURKB por RNA de interferência reduz a expressão de MMP2 e MMP9 (He et al, 2015) e outros 

sugerem que AURKB regula a invasão celular em osteosarcoma por modulação da via PI3K/Akt/NF-κB 

(Zhu et al, 2014). 

Esses estudos não somente corroboram nossos resultados, mas mostram que a inibição de 

metaloproteinases de matriz é uma alternativa relevante para a terapia de tumores altamente invasivos, 

como tumores pulmonares mediados por KRAS. Embora o uso de inibidores diretos de 

metaloproteinases, como marimastate e prinomastate, tenham falhado em estudos clínicos de fase III 

devido a sua considerável toxicidade e baixa segurança (Coussens et al, 2002; Cathcart et al, 2015), o 

uso de inibidores indiretos de MMPs, como os inibidores de quinases Auroras, poderiam constituir uma 

estratégia eficaz e mais segura para pacientes com tumores altamente malignos e metastáticos, 

melhorando, assim, a sobrevida e a morbidade dos pacientes portadores de tumores com mutações em 

KRAS. 

Por fim, embora não tivéssemos proposto em nosso plano de trabalho inicial, nós 

adicionamos ao nosso Objetivo Específico 2 o estudo das quinases Aurora sobre a adesão celular em 

A549 e H358. Isto é importante porque, juntamente com nossos ensaios de migração e invasão, este 

estudo fornece evidências sobre o potencial metastático de células tumorais na presença ou ausência da 

inibição das quinases Aurora. 

Células transformadas por KRAS possuem uma alta expressão de proteínas de adesão 

celular, que são importantes para sua atividade oncogênica, incluindo integrinas (Ermolayev et al, 2015; 

Symonds et al, 2016), caderinas (Deramaudt et al, 2006; Mortazavi et al, 2015), cateninas (Lemieux 

et al, 2015) e lamininas (Ichinokawa et al, 2013). Uma vez que inibição da expressão dessas moléculas 

reduz a oncogenicidade mediada por KRAS (Macias-Perez et al, 2008; Lin et al, 2014), espera-se que 

abordagens terapêuticas dirigidas contra tumores mediados por KRAS sejam capazes de modularem a 

adesão, reduzindo a malignidade celular. 

Em nossos ensaios de adesão celular, nós demonstramos que a inibição farmacológica ou 

por interferência de RNA de AURKA e/ou AURKB é capaz de reduzir a adesão de células A549 e H358 

ao colágeno I (Fig. 4.35 e 4.39). De fato, diversos estudos já demonstraram a regulação da adesão 

celular por AURKA (Zhang et al, 2011; Do et al, 2014) e AURKB (Ferreira et al, 2013). Todos esses 

dados são consistentes com o fato de que a superexpressão de AURKA induz a expressão de diversas 
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proteínas de adesão celular, como β-catenina (Jin et al, 2015; Liu et al, 2016) e E-caderina (Niu et al, 

2015). Além disso, AURKA leva à ativação de NF-κB, que é fator de transcrição de integrina β-1 (Wang 

et al, 2016) e α-2 (Yamada et al, 2016). 

Desse modo, nós concluímos que a AURKA e AURKB são importantes mediadores da 

migração, invasão e adesão em A549 e H358 e que a inibição direta dessas quinases poderia ser uma 

estratégia terapeuticamente relevante em tumores altamente metastáticos como tumores mediados por 

KRAS oncogênica. 

De acordo com nosso Objetivo Específico 3, para validar o efeito antiproliferativo de AURKA 

in vivo, nós utilizamos nosso modelo de inibição de AURKA por interferência de RNA em células A549 

para realizar ensaios de formação de tumores xenográficos em camundongos imunossuprimidos Balb/c 

nude. Nossos resultados demonstraram que a inibição de AURKA reduz tanto o peso, quando o volume 

de tumores in vivo (Fig. 4.40). De fato, a inibição de AURKA reduz a formação de tumores in vivo em 

diversas linhagens celulares (Zhang et al, 2011; Zhang et al, 2012), incluindo linhagens celulares 

transformadas por KRAS (Jasinski et al, 2011). Do mesmo modo, a inibição de RALA, um componente 

da via de sinalização de KRAS sabidamente regulado por AURKA (Lim et al, 2005; Lim et al, 2010), 

reduz a formação de tumores in vivo gerados a partir de células pulmonares transformados por KRAS 

(Male et al, 2012). Por fim, recentes estudos mostram que a superexpressão de AURKA é indicativo de 

mau prognóstico e que a inibição de AURKA por MLN induz redução do crescimento tumoral, 

aumentando a sobrevida de camundongos (Furlan et al, 2015). 

Embora este seja um ponto importante no estudo das quinases Aurora em câncer, nós não 

realizamos, até o presente momento, estudos envolvendo a inibição de AURKB in vivo. Entretanto, 

estudos recentes mostram que a inibição farmacológica de AURKB por AZD1152 (AstraZeneca) ou 

GSK1070916 (GlaxoSmithKline), reduz a formação de tumores xenográficos gerados a partir de diversas 

linhagens celulares, incluindo células A549, derivadas de tumores pulmonares transformados por KRAS 

(Wilkinson et al, 2007; Hardwicke et al, 2009). Além disso, o uso de inibidores capazes de inibir 

AURKA e AURKB simultaneamente reduzem a formação de tumores in vivo gerados a partir de células 

de NSCLC, aumentando, também, a sensibilidade desses tumores ao gefitinibe (Sheng et al, 2014). Por 

fim, um recente estudo mostra que a inibição de AURKB por RNA de interferência reduz a formação de 

tumores xenográficos gerados a partir de células pulmonares A549 (Yu et al, 2015), corroborando nossa 

hipótese de que as quinases Aurora são importantes mediadores da oncogenicidade medida por KRAS. 
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Apesar de nós termos demonstrado que AURKA é importante para a proliferação celular in 

vitro e formação de tumores in vivo, nós não detectamos a presença de CASP3 clivada nos tumores in 

vivo dissecados, seja por western blot, seja por imunoistoquímica (Fig. 4.40). Essa discrepância de 

resultados entre nossos dados in vitro e in vivo pode refletir o fato de que a análise in vitro não 

necessariamente reflete a resposta in vivo a determinado tratamento. Fatores de sobrevida extrínsecos 

ao tumor, influenciados pelo microambiente tumoral in vivo, podem afetar a habilidade de células 

tumorais em resistir à morte celular. É atualmente bem entendido que vários estágios da morte celular 

por apoptose são sensíveis à depleção de reservas energéticas celulares resultantes de condições como 

hipóxia e baixa concentração de glicose, comumente encontradas in vivo (Hunter et al, 2006). Além 

disso, a hipóxia intratumoral seleciona células que perderam seu potencial de entrar em apoptose 

(Graeber et al, 1996). Portanto, uma resposta inicial à apoptose que possa ocorrer no início da formação 

dos tumores pode ser perdida ao longo de vários dias de tratamento, o que justificaria a ausência de 

CASP3 clivada nos tumores analisados. 

Embora não proposto no projeto inicial, nós decidimos também perseguir um objetivo 

adicional que foi avaliar o papel de TPX2 e do complexo AURKA/TPX2 na oncogenicidade mediada por 

KRAS. Uma vez que a inibição direta de AURKA pode acarretar defeitos mitóticos potencialmente 

indesejáveis, uma estratégia alternativa seria a inibição indireta de AURKA por meio da inibição de 

proteínas essenciais à sua atividade oncogênica.  

TPX2 é uma proteína de 100 kDa que se associa à AURKA já no início da mitose e é 

essencial para sua autofosforilação e ativação (Zorba et al, 2014; Janeček et al, 2016). Além disso, 

TPX2 é requerida para o desenvolvimento de tumores de cólon e mama mediados por KRAS (Morgan-

Lappe et al, 2007). Entretanto, nenhum estudo até hoje havia demonstrado se, de fato, TPX2, era uma 

proteína regulada por KRAS. Ademais, não se sabia se a inibição de TPX2 poderia ser uma estratégia 

terapêutica relevante para pacientes portadores de câncer de pulmão com mutação em KRAS. 

Nesse sentido, nós inicialmente investigamos se TPX2 era regulada por KRAS. Nós vimos 

que a indução da expressão de KRASG12V induz tanto maior expressão de AURKA, conforme já descrito 

anteriormente (dos Santos, 2013), quanto a maior expressão de TPX2 (Figs. 4.41, 4.43 e 4.46). Embora 

nenhum estudo anterior mostrasse que KRAS oncogênica regula positivamente TPX2, esses dados são 

condizentes com o fato de que KRAS regula positivamente AURKA (Patel et al, 2012; Pitts et al, 2016, 

dos Santos et al, 2016) e que TPX2 é requerida para a atividade oncogênica de AURKA (Morgan-

Lappe et al, 2007; Lee et al, 2016; Janeček et al, 2016).  
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Por meio da dupla marcação de AURKA e TPX2 em ensaios de imunofluorescência para 

células que expressam KRAS oncogênica, nós observamos, ainda, que o aumento de expressão de 

AURKA e TPX2 ocorria simultaneamente nas mesmas células, nos modelos testados (Fig. 4.47). Esses 

dados corroboram estudos anteriores mostrando que AURKA e TPX2 funcionam como uma holoenzima, 

ou uma unidade oncogênica, sendo mutuamente dependentes no desenvolvimento de tumores (Asteriti 

et al, 2010; Giubettini et al, 2011). 

Para saber se a inibição de TPX2 poderia ser uma alternativa terapêutica para pacientes 

portadores câncer de pulmão com mutação em KRAS, nós realizamos ensaios biológicos para testar o 

papel de TPX2 na oncogenicidade mediada por KRAS. Por meio de ensaios de viabilidade baseados na 

formação de colônias em substrato sólido, nós demonstramos que a inibição de TPX2 inibe 

completamente a viabilidade de células A549, portadoras de mutação em KRAS. Mais importante, a 

perda da viabilidade mediada pela inibição de TPX2 ocorre um pouco mais expressivamente em células 

H1703 manipuladas para expressar KRAS oncogênica, em comparação ao seu respectivo controle 

(Figs. 4.50 e 4.51).  

Para saber se os efeitos da inibição de TPX2 sobre a viabilidade eram oriundos de uma 

maior proliferação ou menor resistência à morte celular, nós realizamos ensaios de ciclo celular 

baseados na marcação do DNA com PI. Novamente, nossos resultados demonstraram que a inibição de 

TPX2 em células A549 promoveu uma redução da proliferação, por bloqueio do ciclo celular em G2/M, 

bem como indução de morte celular. Por outro lado, nossos resultados também mostraram que a inibição 

de TPX2 induz maior número de células hiperploides (Fig. 4.52). Resultados similares foram observados 

em células H1703 G12V, com eficiência ligeiramente aumentada na presença de KRAS oncogênica (Fig. 

4.53).  

Esses dados são condizentes com a importante função de TPX2 na regulação do ciclo 

celular, integridade do fuso mitótico e estabilidade genômica (Aguirre-Portolés et al, 2012; Wadsworth, 

2015). Essas funções são compartilhadas por AURKA e, uma vez que TPX2 é requerido para a função 

mitótica de AURKA (Giubettini et al, 2011; Morgan-Lappe et al, 2007; Lee et al, 2016; Janeček et al, 

2016), não é inesperado que perturbações da expressão e/ou atividade de TPX2 produzam efeitos 

semelhantes à inibição de AURKA. De fato, vários estudos têm mostrado que TPX2 é requerido para o 

desenvolvimento de diversos tumores (Yan et al, 2013; Liu et al, 2014), incluindo tumores pulmonares 

(Lin et al, 2006) e tumores não-pulmonares mediados por KRAS (Morgan-Lappe et al, 2007). Portanto, 

da mesma forma que discutido para AURKA, é possível que uma estratégia terapêutica segura e eficaz 
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baseada na inibição de TPX2 vá requerer a combinação com agentes citotóxicos que provam morte 

celular.  

Embora pouco ainda se saiba sobre os efeitos da inibição desta proteína nas vias de 

sinalização reguladas por KRAS, seja por modelos de inibição direta de TPX2 (como abordado neste 

trabalho), seja pela inibição da holoenzima oncogênica AURKA/TPX2, nossos resultados corroboram a 

hipótese de que TPX2 é um importante efetor da atividade oncogênica de KRAS através da regulação de 

AURKA e sugerem esta proteína como outro potencial alvo terapêutico em tumores pulmonares 

mediados por KRAS. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Sumarizando todos os resultados apresentados neste trabalho, observamos que: 

 

a) a inibição das quinases AURKA e AURKB em células portadoras de mutação em KRAS 

promove uma redução da proliferação celular, sendo que a inibição de AURKA induz parada em mitose, 

aumentando o tempo de ciclo celular, além de induzir hiperploidiazação celular e diversas outras 

anomalias mitóticas, e a inibição de AURKA e AURKB induz prolongamento do ciclo celular e 

instabilidade genética seguida por hiperploidia e multinucleação; 

b) a inibição das quinases AURKA e AURKB em células pulmonares portadoras de mutação 

em KRAS promove morte celular in vitro; 

c) a inibição da viabilidade e indução de morte celular causadas pela inibição farmacológica 

de AURKA e AURKB ocorre preferencialmente na presença de KRAS oncogênica; 

d) a inibição das quinases AURKA e AURKB em células pulmonares portadoras de mutação 

em KRAS promove uma redução da migração, adesão e atividade proteolítica de metaloproteinases de 

matriz associadas à invasão celular; 

e) a inibição de AURKA por interferência de RNA em células portadoras de mutação em 

KRAS reduz a formação de tumores in vivo; 

f) KRAS regula positivamente TPX2 em células pulmonares portadoras de mutação em 

KRAS, e pacientes portadores de NSCLC apresentam expressão significativamente aumentada de 

TPX2; 

g) a inibição de TPX2 por interferência de RNA induz menor viabilidade e maior morte 

celular, sobretudo em modelos geneticamente modificados para a expressão de KRAS oncogênica. 
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