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RESUMO 
 

Rodrigues, F. S. Explorando a quinase IKKb como um alvo terapêutico para células 
iniciadoras de tumor pulmonares induzidas pelo oncogene KRAS. 2018. Dissertação (Mestrado) 
– Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, 
São Paulo.  
 

As alterações genéticas mais frequentes em câncer de pulmão são mutações pontuais que 
ativam o oncogene KRAS. Embora estas mutações estejam causalmente relacionadas à oncogênese, 
até hoje diferentes abordagens para inibir as proteínas RAS diretamente não obtiveram sucesso. 
Portanto, para que melhores alvos terapêuticos para o câncer de pulmão se tornem disponíveis é 
necessário identificar os mecanismos moleculares ativados por KRAS que estão diretamente 
envolvidos com a aquisição de propriedades malignas importantes, como o desenvolvimento e a 
manutenção de um fenótipo tronco-tumoral pelas células iniciadoras de tumor (CITs). CITs, 
também conhecidas como células tronco-tumorais, são definidas como uma subpopulação de 
células tumorais capazes de se autorrenovar, iniciar a formação de tumores e sustentar o 
crescimento tumoral. O desenvolvimento de estratégias terapêuticas dirigidas a estas células é 
imprescindível para melhorar a eficácia da terapia antitumoral. Uma vez que KRAS está associada a 
manutenção de um fenótipo tronco-tumoral e ativa o fator de transcrição NF-kB através da quinase 
IKKb para promover a tumorigênese pulmonar, nós hipotetizamos que a quinase IKKb contribui 
para o fenótipo tronco-tumoral induzido por KRAS em câncer de pulmão. Nós utilizamos ensaios 
de formação de tumoresferas para enriquecer e avaliar a função de CITs das linhagens pulmonares 
positivas para KRAS A549 e H358. As células A549 e H358 formaram tumoresferas em cultura de 
baixa aderência e, quando comparadas às células derivadas da cultura aderente, as células oriundas 
da cultura de tumoresferas apresentaram maior crescimento clonogênico, maior expressão de genes 
associados ao fenótipo tronco por qPCR e maior atividade da quinase IKKb. A inibição da 
atividade de IKKb através de um inibidor farmacológico altamente específico (Composto A) 
diminuiu levemente a proliferação de células A549 e H358, sem resultar em morte celular 
significativa. Entretanto, a inibição da atividade ou da expressão de IKKb por interferência de RNA 
reduziu a expressão de genes associados ao fenótipo tronco e diminuiu a formação de tumoresferas. 
A inibição da expressão de IKKb em células A549 reduziu também a capacidade de autorrenovação 
de CITs. Estes resultados sugerem que IKKb desempenha um papel importante na manutenção do 
fenótipo tronco-tumoral de CITs pulmonares induzidas por KRAS. Em seguida, nós demonstramos 
que a inibição da atividade de IKKb afetou preferencialmente a proliferação celular e o crescimento 
clonogênico de células oriundas da cultura de tumoresfera, sugerindo que IKKb desempenha um 
papel mais importante em CITs do que em células derivadas da cultura aderente. A análise por 
citometria de fluxo identificou que células derivadas da cultura de tumoresfera apresentam um 
enriquecimento para células CD24+ na linhagem A549 e células CD44+ na linhagem H358, 
sugerindo que estes possam ser marcadores promissores para purificação de CITs nestas linhagens. 
Adicionalmente, demonstramos, por ensaios de wound-healing de células A549 e H358, que a 
inibição da atividade de IKKb reduziu a migração celular, uma outra uma propriedade aumentada 
em CITs. Além disso, mostramos que a atividade da quinase IKKb em células A549 e H358 não 
depende das vias da MAPK ou PI3K/Akt. Interessantemente, a inibição combinada de IKKβ (um 
efetor downstream de KRAS) e de EGFR/ERRB2 (reguladores upstream de KRAS que ativam as 
vias MAPK e PI3K/Akt) reduziu de forma aditiva a formação de tumoresferas, proliferação e 
migração celular. Quando avaliados em conjunto, nossos resultados sugerem que a quinase IKKb 
desempenha um papel importante na biologia de CITs pulmonares portadoras de KRAS oncogênica 
e que a inibição desta quinase sozinha ou em combinação com a inibição de outras vias pode 
representar uma estratégia terapêutica promissora a ser explorada para reduzir a recidiva e 
metástase no câncer de pulmão induzido por KRAS. 
 

Palavras-chave: câncer de pulmão, KRAS, células iniciadoras de tumor, quinase IKKb. 



ABSTRACT 
 
Rodrigues, F. S. Exploring IKKb kinase as a therapeutic target for KRAS-driven lung 
tumour-initiating cells. 2018. Master’s Degree Dissertation – Graduate Program in 
Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo.  
 

The most frequent genetic alterations in lung cancer are point mutations that activate the 
KRAS oncogene. Although these mutations are causally related to oncogenesis, different 
approaches to inhibit RAS proteins directly have not been successful to date. Therefore, for 
better therapeutic targets for lung cancer to become available, it is necessary to identify the 
molecular mechanisms activated by KRAS that are directly involved with important 
malignant features, such as the development and maintenance of a cancer stem-like phenotype 
by the tumour-initiating cells (TICs). TICs, also known as cancer stem cells, are defined as a 
subpopulation of tumour cells able to self-renew, promote tumour initiation, and sustain 
tumour growth. The development of therapeutic strategies to target these cells is imperative to 
improve the efficacy of antitumor therapy. Since KRAS is associated with the maintenance of 
a cancer stem-like phenotype and activates the transcription factor NF-kB through the IKKb 
kinase to promote lung tumourigenesis, we hypothesised that IKKb kinase contributes to the 
cancer stem-like phenotype induced by KRAS in lung cancer. We used tumoursphere 
formation assays to enrich and evaluate the function of TICs of KRAS-mutant cell lines A549 
and H358. A549 and H358 cells formed tumourspheres in low adhesion culture and, when 
compared to cells grown in adherent culture, sphere-derived cells displayed increased 
clonogenic growth, higher expression of stemness genes by qPCR, and increased IKKb kinase 
activity . Inhibition of IKKb activity through a highly specific pharmacological inhibitor 
(Compound A) slightly decreased proliferation of A549 and H358 cells without inducing 
significant cell death. On the other hand, inhibition of IKKb activity or expression by RNA 
interference reduced the expression of stemness genes and decreased tumoursphere formation. 
Inhibition of IKKb expression in A549 cells also reduced TICs self-renewal . These results 
suggest that IKKb plays an important role in maintaining the cancer stem-like phenotype of 
KRAS-driven lung TICs. Next, we demonstrated that IKKb inhibition preferentially reduced 
cell proliferation and clonogenic growth of sphere-derived cells, suggesting that IKKb plays a 
more important role in TICs than in adherent culture-derived cells. Flow cytometry analysis 
identified that sphere-derived cells display an enrichment for the surface marker CD24 in 
A549 cells and CD44 in H358 cells, indicating that these could be promising markers for the 
purification of TICs in these cell lines. Furthermore, we have shown by wound-healing assays 
of A549 and H358 cells that IKKb inhibition reduced cell migration , another feature 
increased in TICs. In addition, we have shown that IKKb activity in A549 and H358 cells 
does not depend on the MAPK or PI3K/Akt pathways. Interestingly, combined inhibition of 
IKKb (a downstream effector of KRAS) and EGFR/ERBB2 (upstream regulators of KRAS 
that activate the MAPK and PI3K/Akt pathways) additively reduced tumoursphere formation, 
cell proliferation and migration. Taken together, our results suggest that IKKb kinase plays an 
important role in the biology of KRAS-driven lung TICs, and that inhibition of this kinase 
alone or in combination with inhibition of other signalling pathways may represent a 
promising therapeutic strategy to be explored in order to reduce tumour recurrence and 
metastasis in KRAS-driven lung cancer.  
 

Key-words: lung cancer, KRAS, tumour-initiating cells, IKKb kinase. 
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IKKg: quinase inibidora do fator nuclear kappa-B subunidade gama (NEMO). 
IKKKs: quinases capazes de fosforilar as quinases do complexo IKK 
IL-1: citocina pró-inflamatória 
KRAS: pequena GTPase da família RAS (Kirsten rat sarcoma vírus) 
LPS: lipossacarídeos 
MEK: quinase ativadora da MAP quinase 
mRNA: RNA mensageiro 
Myc: fator de transcrição envolvido na progressão do ciclo celular e apoptose 
N-2: meio quimicamente definido baseado na formulação de Bottenstein 
NANOG: fator de transcrição capaz de regular autorrenovação 
NBD: domínio de ligação a NEMO (NEMO-binding domain) 
NEMO: modulador essencial de NF-kB 
NF-kB: fator nuclear kappa-B 
NIK: quinase indutora do NF-kB 
NRAS: pequena GTPase da família RAS 
NSCLC: câncer de pulmão de não-pequenas células (non-small cell lung cancer) 
OCT4: fator de transcrição capaz de regular autorrenovação 
OMS: Organização Mundial de Saúde 
p100: fator que atua como um inibidor do fator nuclear kappa-B antes de ser clivado em p52 
p105: fator de transcrição membro da família NF-kB 
p50: fator de transcrição membro da família NF-kB 
p52: fator de transcrição membro da família NF-kB 
PBS: tampão fosfato-salino 
PCR: reação em cadeia da polimerase 
PE: ficoeritrina 
PI3K: fosfatidilinisitol 3-quinases 
RAF: serina-treonina quinases (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) 
RelA: fator de transcrição p65 (membro da família NF-kB) 
RelB: fator de transcrição membro da família NF-kB 
RHD: domínio de homologia a REL 
SCLC: câncer de pulmão de pequenas células (small cell lung cancer) 
SFB: soro fetal bovino 
siRNA: pequeno RNA de interferência (small interference RNA) 
SOS: fator de troca de nucleotídeo de guanina 
SOX2: fator de transcrição capaz de regular autorrenovação e pluripotência 
TBS: solução salina tris-tamponada  
TBST: solução de TBS contendo 0,1% Tween 
TNF: citocina pró-inflamatória 
TRAF: fator associado ao receptor de TNF 
ULD: domínio análogo a da ubiquitina (ubiquitin-like domain) 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Câncer de pulmão 

O câncer de pulmão representa a principal causa de morte relacionada ao câncer no 

mundo, sendo responsável por mais de 1,4 milhão de mortes anualmente (Jemal et al., 2011). 

Das 8,8 milhões de mortes relacionadas ao câncer em 2015, 1,69 milhão foram causadas pelo 

câncer de pulmão; ou seja, esta neoplasia representa, por si só, quase 20% do número de mortes 

totais causadas pelo câncer (OMS, 2018). No Brasil, o câncer de pulmão está entre os 5 tipos 

de câncer com maior incidência, sendo o segundo tipo mais comum em homens e o quarto em 

mulheres, onde foram estimados, respectivamente, 20.235 e 14.045 casos para o ano de 2014 

(OMS, 2014) (Figura 1.1). Assim como no resto do mundo, o câncer de pulmão é o câncer que 

de longe apresenta a maior taxa de mortalidade (OMS, 2014). 

 

 
 

Apesar dos inúmeros avanços terapêuticos das últimas décadas, a sobrevida dos pacientes 

com câncer de pulmão continua sendo uma das menores, com apenas 14% dos pacientes 

sobrevivendo após cinco anos do diagnóstico e podendo chegar a menos de 5% para os estágios 

Figura 1.1. Neoplasias de maior incidência em homens e em mulheres no Brasil. Os gráficos mostram 
o número de casos das cinco neoplasias de maior incidência no Brasil no ano de 2014 segundo a Organização 
Mundial de Saúde. Em homens (esquerda), o câncer de próstata é o mais comum, enquanto que em mulheres 
(direita) é o câncer de mama. O câncer de pulmão é o segundo mais comum em homens e o quarto mais 
comum em mulheres. Figura adaptada de OMS, 2014. 
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mais avançados (Tan et al., 2003) (Figura 1.2). Se não bastasse isto, de 1971 até 2011 

praticamente não houve melhora na sobrevida de pacientes com câncer de pulmão quando 

comparado a outros tumores. Isto se deve, principalmente, à ausência de terapias-alvo eficazes 

e ao fato de os primeiros estágios da doença serem assintomáticos ou com sintomas comuns a 

outras doenças menos letais, comprometendo as chances de um diagnóstico precoce e 

resultando em tumores superestadiados, que geralmente são mais resistentes ao tratamento 

quimioterápico (Tan et al., 2003; Minna, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Por razões clínico-patológicas, a classificação mais utilizada para as neoplasias 

pulmonares se dá em câncer de pulmão de não-pequenas células (NSCLC, do inglês “Non-

Small Cell Lung Cancer”) e câncer de pulmão de pequenas células (SCLC, do inglês “Small 

Cell Lung Cancer”) (Brambilla et al., 2001). O câncer de pulmão de não-pequenas células 

representa cerca de 85% das neoplasias pulmonares (Sher et al., 2008; Herbst et al., 2008) e 

Figura 1.2. Sobrevida relativa em 5 anos comparando-se diferentes estágios do desenvolvimento 
tumoral pulmonar. O diagrama considera a sobrevida relativa em cinco anos para os quatro estágios 
variados do câncer de pulmão a partir do momento do diagnóstico. Uma vez que o curso inicial 
assintomático da doença leva ao diagnóstico tardio, a grande maioria dos tumores já são classificados 
em estágios III ou IV. Não surpreendentemente, a sobrevida diminui com a evolução tumoral, podendo 
chegar a menos de 5% para os estágios mais avançados. Figura adaptado de Tan et al., 2003. 
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é, ainda, subdividido histologicamente em carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e 

carcinoma de grandes células (Ramalingam et al., 2011). 

O câncer de pulmão é considerado uma doença altamente possível de ser evitada, uma 

vez que 75 a 90% dos casos estão relacionados ao consumo de tabaco (Parkin et al., 2005). 

Todas as classificações histológicas de câncer de pulmão estão associadas ao tabagismo, 

embora esta relação seja bem mais forte para SCLC e carcinoma de células escamosas do que 

para o adenocarcinoma (Khuder, 2001), que é a forma mais comum de câncer de pulmão em 

não-fumantes (Kreuzer et al., 1999; Toh et al., 2006; Dibble et al., 2005). 

Após o diagnóstico, o tratamento do paciente pode envolver cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia e terapias-alvo, dependendo do tipo e do estágio da doença. Para os estágios 

iniciais, a cirurgia é geralmente o tratamento de escolha; que pode ser lobectomia (retirada de 

um lobo pulmonar) ou pneumectomia (retirada de um pulmão) (Hammerschmidt e Wirtz, 

2009). A quimioterapia pode, ainda, ser combinada com a cirurgia para diminuir as chances de 

recidiva. Para os estágios avançados, o paciente recebe quimioterapia, radioterapia, terapias 

dirigidas e drogas que aliviam os sintomas da doença. 

Das alterações genéticas encontradas no adenocarcinoma de pulmão, as mais comuns são 

mutações pontuais ou amplificações de genes que regulam proliferação e sobrevida celular, tais 

como em KRAS, EGFR, NF1, BRAF, ERBB2, entre outros (The Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2014) (Figura 1.3). De fato, com a elucidação dos mecanismos 

moleculares responsáveis pela tumorigênese pulmonar (Salgia e Skarin, 1998; Sharma et al., 

2010), vários grupos começaram a buscar moléculas capazes de inibir componentes específicos 

importantes de vias que estão superativadas no câncer de pulmão. 

Avanços significativos têm sido alcançado no desenvolvimento de terapias-alvo para 

pacientes com câncer de pulmão, principalmente naqueles com tumores induzidos por EGFR, 

ERBB2, PI3K, BRAF e ALK, que já contam com drogas específicas já aprovadas na clínica 
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(Sharma et al., 2010). Entretanto, aquisição de resistência à terapia ainda é um evento muito 

comum para diversos tipos tumorais, tornando este um problema recorrente no uso de drogas 

dirigidas (Hologan et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por outro lado, pacientes oncológicos portadores de mutações em KRAS até hoje não 

foram beneficiados com terapias-alvo (Cox et al., 2014), limitando a melhora na sobrevida dos 

pacientes com câncer de pulmão, uma vez que esta alteração genética ocorre em 30 a 40% dos 

casos (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Por este motivo, o 

desenvolvimento de novas terapias-alvo capazes de inibir eficientemente a atividade de KRAS 

oncogênica é extremamente necessário, não apenas para melhorar a sobrevida de pacientes com 

câncer de pulmão, mas também para beneficiar pacientes portadores de outras neoplasias 

induzidas pela forma oncogênica de KRAS. 

 

 

Figura 1.3. Distribuição das alterações genéticas mais frequentes em NSCLC. No diagrama acima 
estão representadas diferentes alterações genéticas encontradas em pacientes com câncer de pulmão, 
como KRAS, EGFR, BRAF, MET, NF1, ALK, ROS1 e ERBB2. Tais alterações incluem tanto mutações 
pontuais quanto amplificações genéticas, como é o caso de ERBB2 (mutações pontuais em 1,7% dos 
pacientes e amplificações em 0,9%). Figura adaptada de The Cancer Genome Atlas Research Network, 
2014. 
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1.2.  A pequena GTPase KRAS 

As proteínas RAS são pequenas GTPases monoméricas associadas à face interna da 

membrana plasmática que atuam como interruptores moleculares convertendo estímulos 

extracelulares em respostas intracelulares complexas. Em humanos, três genes da família RAS 

codificam quatro proteínas distintas, mas extremamente homólogas: HRAS, NRAS, KRAS4A 

e KRAS4B, sendo as duas últimas variantes de splicing alternativo do gene KRAS.  

A identificação destes genes iniciou-se em 1964, quando Jennifer Harvey observou que 

vírus de leucemia murina isolados de ratos leucêmicos podiam induzir sarcomas em roedores 

recém-nascidos (Harvey, 1964). Posteriormente, outros três retrovírus capazes de induzir 

transformação maligna foram identificados: Kirsten-MSV (do inglês Kirsten murine sarcoma 

virus) em 1967 (Kirsten e Mayer, 1967), BALB-MSV (do inglês murine sarcoma virus of the 

BALB/cCr mouse) em 1974 (Peters et al., 1974) e RaSV (do inglês rat sarcoma virus) em 1978 

(Rasheed et al., 1978). 

Com o desenvolvimento de técnicas bioquímicas para transferir uma única cópia de genes 

em células de mamíferos (Wigler et al., 1978), cientistas começaram, a partir de experimentos 

de ganho de função, a buscar genes capazes de induzir alterações morfológicas em diversos 

tipos celulares. O primeiro relato ocorreu em 1979, quando fibroblastos murinos NIH-3T3 

foram transformados pela incorporação de DNA genômico isolado de células murinas 

quimicamente transformadas (Shih et al., 1979). Tal evidência não foi facilmente recebida pela 

comunidade científica, uma vez que as células NIH-3T3 eram conhecidas por sofrerem 

transformação espontânea em passagens seriadas. Mais tarde, em resposta às críticas, o mesmo 

grupo e outros pesquisadores demonstraram que a transformação das células NIH-3T3 era, de 

fato, consequência do fragmento de DNA incorporado por estas células (Shih, et al., 1981; 

Perucho et al., 1981). Finalmente, com o advento da clonagem molecular, qualquer dúvida 

remanescente quanto a existência de genes humanos capazes de induzir transformação maligna 
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foi resolvida com evidências de três grupos distintos, que isolaram e caracterizaram sequências 

transformadoras de células humanas de carcinoma de bexiga (Shih e Weinberg, 1982; 

Goldfarb et al., 1982; Pulciani et al., 1982).  

Ainda, pouco depois foi demonstrado que as primeiras células NIH-3T3 transformadas 

continham a forma ativada do oncogene KRAS (Parada e Weinberg, 1983). Simultaneamente, 

um novo gene transformador humano que não possui um homólogo retroviral foi identificado 

em células de neuroblastoma e denominado NRAS (Shimizu et al., 1983; Hall et al., 1983). 

Estudos posteriores a estas descobertas de extrema relevância biológica confirmaram o 

que a comunidade científica já suspeitava: os oncogenes RAS não exerciam um papel 

transformador apenas nas células crescidas em laboratório, mas também em tumores humanos, 

uma vez que em 1984 foi identificada uma mutação oncogênica em KRAS através de biópsias 

de um paciente com câncer de pulmão, onde a forma normal do gene KRAS mantinha-se 

presente nos tecidos normais do mesmo paciente (Santos et al., 1984). É interessante que, 

mesmo 50 anos após sua descoberta, muito ainda há a ser investigado sobre a biologia de RAS 

e seu papel em doenças humanas. 

 

1.2.1. Estrutura, função e regulação 

Os três genes da família RAS codificam quatro pequenas proteínas de aproximadamente 

21 kDa: HRAS, NRAS, KRAS4A e KRAS 4B. Enquanto que HRAS, NRAS e KRAS4A 

possuem 189 aminoácidos, KRAS4B possui 188 aminoácidos. Essa diferença é resultado da 

incorporação de um éxon 4 diferente em sua estrutura – os éxons 4A e 4B do gene KRAS 

codificam 39 e 38 aminoácidos, respectivamente. Todas as quatro isoformas compartilham 

cerca de 89% de homologia em seu domínio catalítico (resíduos 1-166), também denominado 

domínio G. A sequência de maior diferença entre as quatro isoformas (resíduos 167-188/189) 

é denominada região hipervariável (HVR, do inglês hypervariable region), que envolve uma 
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região C-terminal conhecida como motivo CAAX (onde C representa cisteína, A geralmente 

representa um aminoácido alifático, e X qualquer aminoácido), importante para modificações 

pós-traducionais e subsequente associação à face interna da membrana plasmática (Hancock, 

2003; Castellano e Santos, 2011). 

Estruturalmente, o domínio G das proteínas RAS contém seis folhas-b intercaladas com 

cinco a-hélices. O domínio G liga-se diretamente ao difosfato de guanosina (GDP) ou ao 

trifosfato de guanosina (GTP) e é composto de cinco motivos G: motivo G1 (ou P-loop), motivo 

G2 (ou Switch I), motivo G3 (ou Switch II), motivo G4 e motivo G5 (Vetter, 2014) (Figura 

1.4). A afinidade do domínio G com o monofosfato de guanosina (GMP) é geralmente muito 

baixa quando comparada com o GDP e GTP (John et al., 1990). O motivo G1 liga-se 

diretamente ao oxigênio do fosfato-b e do fosfato-g do nucleotídeo de guanina através de uma 

lisina (K), um aminoácido positivamente carregado, enquanto que o motivo G2 interage com o 

fosfato-g do GTP e a um íon de magnésio através da treonina 35. O motivo G3 auxilia na 

interação com o fosfato-g e desempenha um papel crucial na regulação da atividade das 

proteínas RAS, uma vez que participa da interação com os fatores de troca de nucleotídeo de 

guanina (GEFs, do inglês guanine nucleotide exchange factors) e no estímulo da hidrólise de 

GTP pelas proteínas ativadoras de GTPases (GAPs, do inglês GTPase activating proteins). O 

domínio G4, por sua vez, carrega um aspartato em sua estrutura que é responsável pela 

especificidade de ligação a guanina, uma vez que não consegue se ligar a adenina, por exemplo. 

O motivo G5 auxilia nesta interação (Vetter, 2014). 

O domínio G das proteínas RAS sofre mudança conformacional quando troca o tipo de 

nucleotídeo de guanina ao qual está ligado. Quando complexado com GTP, o fosfato-g faz com 

que os motivos G2 e G3 assumam uma conformação mais próxima (“fechada”) do nucleotídeo, 

conferindo a RAS uma afinidade muito maior a suas moléculas efetoras do que quando 

complexada com GDP, que, devido a ausência do fosfato-g, assume uma conformação mais 
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“aberta” e menos suscetível a interação com moléculas efetoras (Filchtinski et al., 2010; 

Vetter e Wittinghofer, 2001; Ostrem e Shokat, 2016). De fato, estudos com a purificação in 

vitro e estrutura cristalina de RAS prova que essas proteínas possuem diferenças estruturais 

frente a sua capacidade de ligação ao GDP e ao GTP (Borjack-Sjodin, et al., 1998; Cox et al., 

2014; Ostrem e Shokat, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As proteínas RAS requerem modificações pós-traducionais e associação à membrana 

plasmática para que possam exercer sua função biológica. Este é um processo que consiste em 

várias etapas e que resulta em ganho de hidrofobicidade na região C-terminal, mais 

especificamente pelo motivo CAAX (Ahearn et al., 2012; Friday e Adjei, 2005; Wright e 

Philips, 2006). Primeiramente, a sequência CAAX serve de substrato para uma 

farnesiltransferase, que transfere um grupo farnesil à cisteína; tal modificação recebe o nome 

de prenilação. Alternativamente, dependendo do último aminoácido do motivo CAAX ou na 

presença de um inibidor de farnesiltransferase, as proteínas RAS podem receber o grupo 

Figura 1.4. Estrutura tridimensional de KRAS. A proteína KRAS contém 5 motivos G e os motivos 
G1 (P-loop), G2 (Swtich I) e G3 (Switch II) estão indicados na figura em verde, azul e vermelho, 
respectivamente. A ligação ao GTP (em amarelo) é estabilizada pela presença de magnésio e com o 
auxílio dos aminoácidos G12 e G13 do domínio G1 e Y32, D33 e P34 do domínio G2. O aminoácido 
Q61 do domínio G3 é essencial para a interação de KRAS com GEFs. Figura adaptada de Chen et al., 
2013.  
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geranilgeranil por uma geranilgeranil transferase do grupo I (GGT1) ou do grupo II (GGT2) 

(Schaber et al., 1990; Friday e Adjei, 2005). Sequencialmente, as proteínas RAS farnesiladas 

sofrem clivagem proteolítica dos aminoácidos AAX pelas CAAX proteases RCE1 ou AFC1 

(Trueblood et al., 2000) seguida por uma carboximetilação realizada por uma metiltransferase 

específica (Clarke, 1992). Finalmente, HRAS, NRAS e KRAS4A sofrem palmitoilação do 

grupo SH em resíduos de cisteína próximos a região C-terminal (Resh, 2004), enquanto que 

KRAS4B não é palmitoilada, uma vez que essa isoforma contém uma região rica em resíduos 

de lisina (positivamente carregados), consequentemente favorecendo sua ancoragem à 

membrana plasmática devido a interações eletrostáticas (Jackson et al., 1994) (Figura 1.5). 

Embora sejam altamente similares estruturalmente, as proteínas RAS podem exibir 

diferentes funções biológicas, que resultam de suas especificidades diferentes em vias de 

transdução de sinais, de seus diferentes níveis de compartimentalização dentro da célula, bem 

como de suas associações a domínios específicos da membrana plasmática (Seabra, 1998). Um 

exemplo disso é um estudo que mostra que a deleção individual ou combinada dos genes HRAS 

e NRAS não afeta o desenvolvimento normal de camundongos, enquanto que a deleção do gene 

KRAS é extremamente importante (Johnson et al., 1997). 

Uma vez associada à membrana plasmática, as proteínas RAS, como quaisquer outras 

GTPases, alternam entre dois estados: ativo, quando ligadas à GTP, e inativo, quando ligadas a 

GDP. Essas pequenas GTPases possuem atividade GTPásica intrínseca, porém altamente 

ineficiente, uma vez que RAS purificadas in vitro lentamente hidrolisam GTP em GDP. Além 

disso, também apresentam baixa velocidade de troca de nucleotídeos, ou seja, GDP é 

gradualmente substituído por GTP (Takai et al., 2001; Downward, 2003). Entretanto, estes 

processos são catalisados dentro da célula através de interações físicas com as proteínas GAPs 

e GEFs, que regulam fortemente a transdução de sinal mediada por RAS. 
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Um dos mecanismos mais estudados e caracterizados que leva à ativação de RAS envolve 

a ativação de receptores tirosina-quinase (RTKs, do inglês receptor tyrosine kinases) da família 

de proteínas denominadas ERBB, a qual compreende quatro membros: EGFR (do inglês 

Epidermal Growth Factor Receptor, ou ERBB1), ERBB2 (HER2/Neu), ERBB3 (HER3) e 

ERBB4 (HER4) (Lemmon e Schlessinger, 2010). Diferentes moléculas solúveis são 

reconhecidas por estes receptores, tais como EGF, TGFa, epirregulina, anfirregulina e 

Figura 1.5. Modificações pós-traducionais das proteínas RAS. A extremidade carboxiterminal é 
altamente conservada em todas as proteínas RAS (HRAS, NRAS, KRAS4A e KRAS4B). Um motivo 
CAAX presente nesta região representa a sequência de aminoácidos que passam pelas modificações pós-
traducionais. Primeiramente, o resíduo de cisteína (C) do motivo CAAX sofre farnesilação por uma 
farnesiltransferase. Posteriormente, o tripeptídeo AAX é clivado por uma CAAX protease e o resíduo de 
cisteína é metilado por uma metiltransferase. KRAS4B, que possui uma região rica em lisina (Poli-L) na 
extremidade carboxiterminal facilita sua associação à membrana plasmática, enquanto que as demais 
proteínas RAS (KRAS4A, HRAS e NRAS) recebem a adição de resíduos de cisteínas que 
sequencialmente são palmitoilados, o que também contribui para a sua associação à membrana 
plasmática.  
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neurorregulina, e são capazes de induzir homo ou heterodimerização destes RTKs e sua 

subsequente ativação por fosforilação cruzada (Roskoski, 2014).  

Uma vez ativado, o receptor recruta uma série de proteínas adaptadoras, das quais a 

proteína GRB2 (do inglês growth-factor-receptor-bound protein 2) faz parte. Através do 

domínio SH2, GRB2 interage diretamente com os resíduos fosforilados do receptor, enquanto 

que através do domínio SH3, GRB2 interage com a proteína SOS ou Cdc25, dois dos vários 

fatores de troca de nucleotídeos de guanina (GEFs) (Downward, 2003). Uma vez recrutada 

para a membrana plasmática, onde RAS está localizada, a proteína SOS induz uma mudança 

conformacional em RAS que resulta na liberação do GDP. Com o sítio catalítico de RAS livre, 

outra molécula de GDP ou uma molécula de GTP pode agora se ligar ao domínio G vazio. Uma 

vez que GTP é o nucleotídeo de guanina mais abundante na célula, a formação do complexo 

RAS-GTP é favorecida, levando, portanto, RAS ao seu estado ativo (Downward, 2003).  

Uma vez ligada a GTP, KRAS ativa uma variedade de moléculas efetoras responsáveis, 

principalmente, por induzir proliferação e sobrevivência celular, diferenciação, migração e 

alterações no citoesqueleto (Figura 1.6) (Zuber et al., 2000; Crespo e Leon, 2000; Wu et al., 

2009; Wiesmüller e Wittinghoffer, 1994; Cox e Der, 2010; Mitin et al., 2005; Wennenberg 

et al., 2005). Essas cascatas de sinalização incluem, sobretudo, a ativação das vias 

RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, RAC-GEFs, PLCe/PKC, entre outras (Downward, 2003; 

Shields et al., 2000; Castellano e Downward, 2011; Kelley et al., 2001; Cherfils e Zeghouf, 

2013). 
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A atividade catalítica intrínseca de RAS depende criticamente de dois resíduos de 

aminoácidos, a treonina 35 e a glutamina 61, que, através de ligações de hidrogênio, se ligam a 

uma molécula de água necessária para reação de hidrólise (Scheffzek et al., 1997). Por fim, a 

transdução de sinal cessa quando proteínas GAPs interagem com o complexo RAS-GTP e 

aumentam exponencialmente a eficiência catalítica de RAS, levando, consequentemente, à 

rápida hidrólise do GTP a GDP. Desta forma, RAS passa para o seu estado inativo e um novo 

ciclo de ativação/inativação pode iniciar-se. 

Devido a forte correlação das vias ativadas por KRAS com proliferação e sobrevivência 

celular, mutações específicas no gene KRAS estão diretamente relacionadas com divisão celular 

descontrolada e, consequentemente, desenvolvimento de tumores. 

 

Figura 1.6. Regulação da atividade de KRAS através da ativação de um receptor tirosina-quinase. 
Um fator de crescimento (EGF) liga-se a uma molécula de EGF, induzindo sua dimerização e 
autofosforilação. Esta ativação resulta no recrutamento da proteína acessória GRB2 que ativa as GEFs. 
Desta forma, as GEFs reconhecem a forma inativa de KRAS (ligada a GDP) e induzem a troca do 
nucleotídeo de guanina. Em sua forma ativa (ligada a GTP), KRAS consegue interagir com diferentes 
efetores cujas funções estão relacionadas, principalmente, à sobrevida e proliferação celular. O sinal 
cessa quando GAPs interagem com KRAS e promovem a hidrólise do GTP a GDP. Quando isto ocorre, 
a ativação dos efetores induzida por KRAS é interrompida e um novo ciclo de ativação e inativação 
pode ser iniciado.  
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1.2.2. KRAS e câncer 

Em organismos multicelulares, uma complexa rede de vias de sinalização é responsável 

por manter a homeostase tecidual. Câncer é o resultado do desequilíbrio dos mecanismos 

normais que controlam o crescimento celular, frequentemente causado por alterações genéticas 

e/ou epigenéticas que controlam morte e proliferação celular (Hanahan e Weinberg, 2011). 

Neste contexto, KRAS desempenha um papel crucial na tumorigênese, uma vez que mutações 

em KRAS são, de longe, as alterações genéticas mais frequentemente encontrada em tumores 

humanos (Forbes et al., 2011; Prior et al., 2012). Aproximadamente 30% de todas as 

neoplasias humanas apresentam mutações de ponto em algum gene da família RAS (Friday e 

Adjei, 2005). Destas, cerca de 85% ocorrem em KRAS, quase 15% em NRAS e menos de 1% 

em HRAS (Bos, 1989; Downward, 2003). 

Molecularmente, o mecanismo pelo qual KRAS está diretamente relacionada à 

transformação maligna envolve tanto a sua capacidade de interagir com GAPs, que são 

responsáveis por “desligar” a transdução de sinal mediada por KRAS, quanto a sua atividade 

catalítica intrínseca de hidrólise de GTP. Neste contexto, os códons 12 e 13 do motivo G2 

(Swtich I) são essenciais para que as GAPs possam reconhecer o complexo KRAS-GTP. 

Portanto, mutações nestes resíduos frequentemente levam à grande perda de afinidade entre 

KRAS e GAPs (Macaluso et al., 2002; Aviel-Ronen et al., 2006). Ainda, mutações no códon 

61 do motivo G3 (Switch II), fundamental para inerente atividade catalítica de KRAS, também 

estão relacionadas à tumorigenicidade induzida por KRAS (Friday e Adjei, 2005). Em ambas 

as situações, KRAS torna-se constitutivamente ativa e leva, portanto, à proliferação celular 

descontrolada (Figura 1.7). 
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Dentre as mutações pontuais em KRAS, 98% concentram-se em alterações que levam à 

substituição dos resíduos G12, G13 ou Q61 (Cox et al., 2014). Além disso, em adenocarcinoma 

pulmonar, cerca de 91% das substituições estão em G12, 6% em G13, 2% em Q61 e 1% em 

outras regiões, como, por exemplo, no resíduo A146. Para esta mesma neoplasia, as trocas de 

aminoácidos mais comuns são G12C, G12V, G12D e G12A (Cox et al., 2014). 

Interessantemente, alguns estudos vêm demonstrando que as variantes oncogênicas de 

KRAS possuem diferentes propriedades bioquímicas e tumorigênicas, que, portanto, geram 

diferentes respostas clínicas (Prior et al., 2012; Hunter et al., 2015). Esta é uma observação 

extremamente relevante, uma vez que os modelos in vivo disponíveis para se estudar tumores 

pulmonares induzidos por KRAS baseiam-se quase que exclusivamente no knock-in mediado 

pela Cre recombinase, que leva à expressão de KRASG12D (Jackson et al., 2001; Johnson et 

Figura 1.7. Regulação da atividade de KRAS selvagem e KRAS mutada. KRAS selvagem se liga a 
GDP e GTP com afinidade picomolar. Com os níveis de GDP e GTP na célula estão em concentrações 
milimolares, KRAS está constantemente ligada a um nucleotídeo de guanina. KRAS possui atividade 
catalítica intrínseca e atividade de troca de nucleotídeo de guanina baixa e, por isso, seu estado é regulado 
por interações com GEFs e GAPs. Após o estímulo de um fator de crescimento, GEFs são ativadas e 
KRAS passa para o estado ativo (ligado a GTP), quando interage com seus efetores. Em células normais, 
a ativação dos efetores é regulada através de interações entre KRAS com GAPs, levando à hidrólise do 
GTP. Devido a mutações em G12, G13 e G61, KRAS perde afinidade por GAPs ou sua atividade 
catalítica intrínseca, levando à uma menor regulação de sua atividade e promovendo ativação constitutiva 
de seus efetores.  
 



 

 
 

31 

al., 2001). Porém, expressão de KRASG12D está presente em menos de 20% dos casos de 

adenocarcinoma pulmonar humano (TCGA Research Network, 2014). Finalmente, um estudo 

recente mostrou que a incorporação de diferentes aminoácidos nos resíduos G12 e G13 de 

KRAS resulta em níveis distintos de tumorigenicidade e agressividade em adenocarcinoma de 

pulmão (Winters et al., 2017), indicando que o modelo animal utilizado quase que de forma 

unânime nesta área não considera outros tipos de mutações, que talvez poderiam ser mais 

suscetíveis ou resistentes a um determinado tratamento do que tumores induzidos por 

KRASG12D. 

Tumores que exibem mutações em KRAS estão associados a um comportamento 

extremamente agressivo e de pior prognóstico de adenocarcinoma colorretal (Andreyev et al., 

2001; Bazan et al., 2002), carcinoma de tireoide (Garcia-Rostan et al., 2003) e câncer de 

pulmão (Mascaux et al., 2005; Izar et al., 2014; Ohtaki et al., 2014). Não obstante, mais de 

90% dos pacientes com adenocarcinoma de ducto pancreático possuem mutação em KRAS, cuja 

sobrevida em 5 anos é uma das menores possíveis (menos de 8%) entre todas as neoplasias 

humanas (Hezel et al., 2006; Ryan e Hong, 2014; Waddell et al., 2015).  

Além das mutações pontuais existem outros mecanismos que, embora menos frequentes, 

também são responsáveis pelas propriedades oncogênicas de KRAS. Estes envolvem 

amplificação do gene KRAS, que é altamente frequente em adenocarcinoma de esôfago 

(Galiana et al., 1995), e perda de um ou de dois alelos que codificam para GAPs específicas 

(Weiss et al., 1999), cujo exemplo mais conhecido ocorre em pacientes com neurofibromatose 

do tipo I. 

 

1.2.3. KRAS como alvo terapêutico 

Como apontado anteriormente, KRAS desempenha um papel central na biologia do 

câncer, uma vez que está envolvida em muitos dos hallmarks do câncer propostos por Hanahan 
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e Weinberg (2011). Além de seu papel óbvio em promover divisão celular descontrolada por 

diversos mecanismos, a KRAS oncogênica também está envolvida na reprogramação 

metabólica de diversos tumores (Kerr et al., 2016; Pylayeva-Gupta et al., 2011), na 

inflamação e supressão imune (Kortlever et al., 2017); na angiogênese tumoral (Matsuo et al., 

2009) e na promoção de um fenótipo invasivo e metastático (Boutin et al., 2017; Pylayeva-

Gupta et al., 2011). 

Portanto, embora seja um alvo terapêutico racional, inibição da atividade de KRAS tem 

se mostrado um enorme desafio, trazendo uma percepção de que KRAS seja “undruggable” 

(Cox et al., 2014). Desta forma, uma melhor compreensão sobre os mecanismos moleculares 

pelos quais KRAS promove o fenótipo maligno, sustenta o crescimento tumoral, auxilia na 

disseminação de metástases e resiste aos tratamentos convencionais podem trazer informações 

extremamente relevantes no desenvolvimento de terapias clinicamente eficazes. 

Com base nisto, diferentes estratégias terapêuticas serão discutidas adiante que foram 

estudadas com o objetivo de se melhorar a sobrevida de pacientes oncológicos portadores de 

mutações em KRAS, que até hoje carecem de terapias alvo-eficazes. 

 

1.2.3.1. Inibição direta de KRAS 

O desenvolvimento de pequenas moléculas que inibem a atividade de KRAS diretamente 

tem se mostrado um grande desafio. Isso se deve, principalmente, ao fato de KRAS ativar seus 

efetores downstream por meio de interações proteína-proteína e por não apresentar regiões 

adequadas onde inibidores poderiam se ligar, exceto pelo sítio de ligação ao GDP/GTP que, 

infelizmente, tem afinidade incrivelmente alta por estes nucleotídeos (da ordem de picomolar), 

tornando o uso de moléculas análogas uma abordagem extremamente complicada 

(McCormick, 2015). Desta forma, inibidores diretos teriam que impedir a interação efetiva 

entre a proteína KRAS e seus efetores. Isso poderia ser atingido através de quatro maneiras: (1) 
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reduzindo os níveis do complexo KRAS-GTP; (2) rompendo a interação de KRAS-GTP com 

seus efetores; (3) regulando negativamente a expressão do gene KRAS; ou (4) inibindo a 

associação de KRAS à membrana plasmática (Ostrem et al., 2016; McCormick, 2015). 

Primeiramente, a redução dos níveis do complexo KRAS-GTP pode depender tanto da 

ligação de uma molécula que prenda KRAS em seu estado inativo quanto da inibição de GEFs. 

Em relação à primeira, o inibidor SCH-53239 foi o primeiro a ser sintetizado a fim de competir 

com o GDP pela ligação ao sítio catalítico de KRAS (Taveras et al., 1997). Entretanto, também 

foi demonstrado que o seu parceiro hidrofílico (SCH-54292) se ligava à uma região próxima 

ao domínio G3 (Switch II), que não está envolvida na ligação com o GDP (Taveras et al., 

1997). Seguindo a mesma linha, outra tentativa envolveu a síntese de um análogo bicíclico do 

SCH-54292, que demonstrou inibir o crescimento celular mediado por KRAS (Peri et al., 

2005). Este composto, porém, contém hidroxilamina em sua estrutura, que parece ser crucial 

para sua atividade, mas que inviabiliza seu uso in vivo devido à alta toxicidade e instabilidade 

metabólica (Cox et al., 2014). Sucessivamente, estudos recentes vêm utilizando uma 

abordagem extremamente interessante, a qual se baseia na inibição mutante-específica de 

KRAS. Neste contexto, foi demonstrado que pequenas moléculas se ligam seletiva e 

irreversivelmente à KRASG12C (Ostrem et al., 2013), a variante mais comum em 

adenocarcinoma de pulmão. Ainda, outros dois estudos mostraram que uma série de inibidores 

se ligam covalentemente à KRASG12C, prendendo-a na sua conformação do estado inativo e 

inibindo a ativação de suas vias downstream (Lito et al., 2016; Patricelli et al., 2016). Estes 

estudos também foram altamente relevantes porque trouxeram fortes evidências de que KRAS 

mutada está superativada, ao invés de presa num estado ativo estático. Finalmente, um estudo 

recente se propôs a investigar se estas moléculas funcionam in vivo e demonstrou que a 

molécula ARS-1620 se liga à KRASG12C num modelo animal xenográfico e leva a redução da 

massa tumoral (Janes et al., 2018). Embora este inibidor atue exclusivamente sobre a atividade 
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de versões mutantes de KRAS que tenham sofrido a substituição da glicina 12 por cisteína, 

estes trabalhos trazem grande otimismo de que inibição direta de KRAS talvez seja ainda 

possível na clínica, mesmo que beneficie apenas uma parcela dos pacientes oncológicos com 

mutação em KRAS.  

Ainda, a inibição de GEFs também parece uma abordagem plausível, uma vez que esta 

classe de proteínas auxilia na troca de GDP por GTP, favorecendo a ativação de RAS. Neste 

contexto, um peptídeo inspirado na região da proteína SOS que se liga a RAS foi desenhado e 

verificou-se que esse peptídeo se ligava à RAS-GDP, impedindo a interação com SOS e 

inibindo a formação do complexo ativo RAS-GTP (Patgiri et al., 2011). 

Segundamente, o rompimento da interação KRAS-GTP com seus efetores foi estudado 

com base na inibição da formação do complexo RAS-RAF através dos compostos Kobe0065 e 

Kobe2602, que foram capazes de diminuir a fosforilação dos alvos downstream de RAS, tais 

como MEK, ERK e AKT, além de inibirem o crescimento tumoral em um modelo xenográfico 

de câncer de cólon (KRASG12V) (Shima et al., 2013). Contudo, novamente a presença de 

grupamentos tóxicos dificultam a utilização destes compostos em estudos translacionais. Por 

outro lado, talvez sirvam como base para o desenvolvimento de outras moléculas não-tóxicas 

que se baseiem nesta mesma abordagem. 

Em terceiro lugar, a regulação negativa da expressão de KRAS oncogênica pode ser 

abordada com o uso de pequenos RNAs de interferência (siRNA, do inglês small interference 

RNA). Algumas tentativas têm sido altamente promissoras quanto a inibição da expressão de 

KRAS em modelos murinos pré-clínicos (McCormick, 2015). Por exemplo, a regressão de 

tumores induzidos por KRAS foi observada através da administração sistêmica de 

nanopartículas sintéticas carregando um potente siRNA para KRAS. Ainda, melhores 

resultados foram obtidos quando estes siRNAs foram combinados com siRNAs inibindo 

também PI3K na mesma nanopartícula (Yuan et al., 2014). Outros trabalhos também 



 

 
 

35 

demonstraram que a inibição simultânea de KRAS e do microRNA miR-34A por siRNA 

utilizando um veículo diferente preveniu o crescimento de tumores de pulmão in vivo (Xue et 

al., 2014) e inibição específica de KRASG12D em um modelo animal de câncer de pâncreas foi 

possível por um polímero biodegradável carregando um siRNA específico (Khavalevsky et 

al., 2013). Por fim, um estudo recente utilizou microRNAs artificiais capazes de inibir apenas 

KRAS mutada (Acunzo et al., 2017), deixando claro o quanto estas técnicas ainda podem ser 

exploradas e aprimoradas para o desenvolvimento de terapias mais eficazes. 

Finalmente, muito estudos têm explorado uma outra abordagem relevante no tratamento 

de tumores induzidos por mutações em KRAS: a inibição das diferentes etapas responsáveis 

pelas modificações pós-traducionais de RAS, uma vez que estas são responsáveis por sua 

associação à membrana plasmática e, consequentemente, essencial para sua função. Neste 

contexto, as primeiras tentativas fazendo uso desta abordagem utilizaram inibidores de 

farnesiltransferases (Jackson et al., 1990; Reiss et al., 1990; Kohl et al., 1993; James et al., 

1993). Entretanto, como mencionado anteriormente, em células tratadas com inibidores de 

farnesiltransferases, KRAS pode sofrer prenilação alternativa por geranilgeranil transferases 

(Whyte et al., 1997). Provavelmente por causa disto, ensaios clínicos utilizando inibidores de 

farnesiltransferases falharam em demonstrar atividade antitumoral em tumores induzidos por 

KRAS (Ostrem et al., 2016). Embora a combinação de inibidores de geranilgeranil transferases 

e farnesiltransferases tenham inicialmente se mostrado promissores pela redução no 

desenvolvimento de tumores em camundongos com câncer de pulmão induzido por KRAS (Liu 

et al., 2010), mais tarde foi demonstrado que a inibição conjunta destas enzimas causava sérios 

efeitos colaterais, principalmente cardiotóxicos (Berndt et al., 2011), provavelmente pelo fato 

de várias outras proteínas serem substrato destas enzimas para associação à membrana 

plasmática. Apesar da inibição das outras etapas das modificações pós-traducionais de RAS já 

terem sido descritas (Cox et al., 2014), como, por exemplo, a inibição das enzimas responsáveis 
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pela clivagem proteolítica do tripeptídeo AAX, é extremamente relevante investigar se as 

respostas celulares observadas são consequência do efeito on-target de RAS, já que, mais uma 

vez, estas enzimas possuem vários outros substratos. 

 

1.2.3.2. Inibição indireta de KRAS 

A grande dificuldade em trazer para clínica pequenas moléculas capazes de inibir 

diretamente a atividade de KRAS sem grande toxicidade gerou a necessidade de buscar 

diferentes estratégias terapêuticas. Ainda que muito avanço tenha sido feito no âmbito da 

inibição direta de RAS, como o desenvolvimento de moléculas capazes de inibir variantes 

oncogênicas específicas de KRAS e o progresso no desenho de novos veículos capazes de 

carregar siRNAs para a massa tumoral, uma abordagem alternativa se baseia na inibição de 

efetores downstream de KRAS que estão estritamente relacionados às suas propriedades 

malignas. Embora desafiador, uma vez que KRAS ativa uma série de cascatas de sinalização 

que contribuem para o fenótipo oncogênico (Pylayeva-Gupta et al., 2011; Rodrigues-Viciana 

et al., 2005), acredita-se que a eficácia terapêutica pode ser alcançada através da inibição 

conjunta de alvos específicos. 

De todas as famílias de efetores ativadas por RAS identificadas até hoje, quase metade 

está relacionada à tumorigênese e manutenção do crescimento tumoral mediado por RAS (Vigil 

et al., 2010; Baines et al., 2011). Destas, a família de serina/treonina quinases RAF (a-RAF, 

b-RAF, c-RAF) potencialmente representa os efetores mais importantes no desenvolvimento 

de tumores induzidos por RAS (Blasco et al., 2011; Collisson et al., 2012). Neste contexto, 

inibidores da via RAF-MEK-ERK já foram extensivamente estudados em diferentes contextos, 

inclusive na clínica.  

Uma característica dos inibidores de RAF é que eles inibem a ativação de ERK apenas 

em tumores com mutações em BRAF (Solit e Rosen, 2011; Lito et al., 2013), enquanto que em 
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tumores induzidos por RAS, estes inibidores levam, paradoxalmente, à ativação de ERK 

(Heidorn et al., 2010; Poulikakos et al., 2010; Hatzivassiliou et al., 2010). O mecanismo que 

explica esta observação está baseado na transativação de dímeros de RAF (Poulikakos et al., 

2010). A ligação do inibidor em uma das moléculas de RAF do dímero induz uma mudança 

conformacional que resulta na ativação de molécula de RAF não-ligada ao inibidor. Desta 

forma, a molécula ligada ao inibidor está inativa, enquanto que a molécula não-ligada é 

alostericamente ativada, levando ao aumento da ativação de ERK. Ainda, o aumento da 

concentração do inibidor de RAF para que o dímero todo seja inativado está relacionado à 

aquisição de resistência a droga, além do fato de que inibidores de RAF são mais eficientes em 

células com baixa atividade de RAS, uma vez que neste contexto as proteínas RAF existem 

primordialmente como monômeros (Lito et al., 2013). 

Os inibidores de MEK e ERK, por outro lado, não demonstram esta ativação paradoxal. 

Entretanto, são geralmente ineficientes individualmente porque aliviam a inibição por 

retroalimentação de reguladores upstream, causando, entre outras, ativação de PI3K (Mirzoeva 

et al., 2009; Corcoran et al., 2012; Turke et al., 2012; Montero-Conde et al., 2013). Além 

disso, inibidores de MEK inibem a ativação de ERK também em tecidos normais, resultando 

em janelas terapêuticas limitadas, que dificultam a exploração destes inibidores na clínica.  

Os inibidores da via da PI3K também não se saíram muito melhor na clínica por causa 

dos mesmos mecanismos que levam à ativação de sinais de upstream (Stephen et al., 2014). É 

importante ressaltar que a falha relativa na inibição destes efetores não significa que eles não 

estejam envolvidos na oncogênese mediada por RAS. De fato, a deleção de c-RAF (mas não de 

b-RAF) em um modelo animal de adenocarcinoma pulmonar inibe o desenvolvimento e retarda 

a progressão tumoral mediada por RAS (Blasco et al., 2011). Interessantemente, um estudo 

recente demonstrou que a deleção de c-RAF levou a regressão de tumores avançados induzidos 
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por KRASG12V/Trp53 sem efeitos tóxicos sistêmicos e sem afetar a ativação de MEK e ERK 

(Sanclemente et al., 2018). 

Uma terceira classe de efetores extremamente relevantes na oncogenicidade mediada por 

RAS depende da ativação da via RalGEFs (Bodemann e White, 2008). Uma evidência crucial 

para esta observação é a de que camundongos deficientes em RALGDS (do inglês RAL guanine 

nucleotide dissociation stimulator) apresentam resistência na tumorigênese induzida por 

carcinogênicos (Gonzalez-Garcia et al., 2005). Embora a ausência de mutações somáticas nos 

componentes desta via torne difícil a compreensão destes efetores para a transformação 

maligna, sabe-se que a ativação de RalGEFs é upstream de NF-kB e TBK1 (do inglês TANK-

binding kinase 1), que já foram reportados como sendo contribuidores essenciais para a 

transformação maligna induzida por RAS (Neel et al., 2011; Kashatus, 2013). 

Por fim, uma outra abordagem envolve estudos de letalidade sintética, que se baseia na 

detecção de vias oncogênicas ou não-oncogênicas que são cruciais para a sobrevivência de 

células com mutação em KRAS (Luo et al, 2009a; Luo et al., 2009b). Neste contexto, 

considera-se que dois ou mais genes são letais sintéticos se a mutação em um deles não muda 

a viabilidade da célula, enquanto que mutação simultânea nestes genes resulta em um fenótipo 

letal. Algumas interações letais sintéticas já foram identificadas para tumores induzidos por 

KRAS através do uso de bibliotecas de RNAs de interferência (RNAi) (Luo et al., 2009b; 

Barbie et al., 2009; Kumar et al., 2012). Embora alguns resultados sejam promissores, muitos 

alvos identificados não são facilmente drogáveis. 

 

 

1.3.  A quinase IKKb 

A descoberta de que o fator de transcrição NF-kB (nuclear factor-kB) era ativado por um 

mecanismo dependente de fosforilação levou diversos grupos a buscarem pelas quinases 
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responsáveis por esta observação. Neste contexto, um complexo multiproteico de alto peso 

molecular (700 kDa) capaz de ativar NF-kB através da fosforilação de IkBa foi purificado a 

partir de células HeLa (Chen et al., 1996). Mais tarde, identificou-se que este complexo 

multiproteico era, na verdade, composto por duas subunidades catalíticas, IKKa e IKKb 

(DiDonato et al., 1997; Mercurio et al., 1997; Regnier et al., 1997; Woronicz et al., 1997; 

Zandi et al., 1997), e uma subunidade regulatória, IKKg (Rothwarf et al., 1998; Yamaoka et 

al., 1998). Deste então, muito tem se investigado sobre a contribuição do complexo IKK em 

diversos processos celulares e seu papel em doenças humanas. 

 

1.3.1. Estrutura, função e regulação 

Os genes CHUK e IKBKB codificam para duas proteínas de 745 e 756 aminoácidos, 

respectivamente. A primeira é a quinase IKKa (inhibitor of kB kinase a, IKK1; ou CHUK, 

conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase), que possui 85 kDa, e a segunda é a quinase IKKb 

(inhibitor of kB kinase b; ou IKK2), de 87 kDa. Estas quinases compartilham cerca de 50% de 

homologia em sua sequência e contêm um domínio N-terminal de quinase, um domínio de 

dimerização e um domínio C-terminal de ligação a IKKg (inhibitor of kB kinase g; ou NEMO, 

NF-kB essential modulator), também chamado de domínio NBD (NEMO-binding domain) 

(Liu et al., 2012; Israël, 2010; Scheidereit, 2006). Adicionalmente, IKKb possui um domínio 

análogo a ubiquitina (ULD, do inglês ubiquitin-like domain), essencial para sua ativação 

catalítica (May et al., 2004) (Figura 1.8). 
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Apenas recentemente, estudos de cristalização de proteínas providenciaram maior 

detalhes sobre a estrutura de IKKa e IKKb (Xu et al., 2011; Liu et al., 2013; Polley et al., 

2013). O mecanismo completo pelo qual estas quinases são ativadas ainda está sob 

investigação. Porém, está claro que para se tornarem ativas precisam ser fosforiladas em dois 

resíduos de serina: Ser176 e 180 para IKKa, e Ser177 e 181 para IKKb (Mercurio et al., 1997; 

Ling et al., 1998; Delhase et al., 1999), responsáveis por induzirem uma mudança 

conformacional associada à ativação de suas atividades de quinase. Mutações sítio-dirigidas 

nos resíduos de serina para alanina inibem a ativação destas quinases, enquanto que mutações 

para glutamina (um fosfomimético) resultam em ativação constitutiva (Israël et al., 2010). 

O complexo IKK representa um ponto central na integração de sinal responsável pela 

ativação do NF-kB. Os fatores de transcrição da família do NF-kB são compostos por cinco 

membros: p65 (RelA), RelB, c-Rel, P105/p50 e p100/p52. Cada uma destas proteínas contém 

um domínio amino-terminal de homologia REL (RHD, do inglês REL homolody domain), que 

permite localização nuclear, ligação ao DNA, homo e heterodimerização. As proteínas p65, 

RelB e c-Rel possuem também domínios de ativação da transcrição, enquanto que p50 e p52 

não possuem. Os precursores p105 e p100 possuem repetições de anquirinas na região carboxi-

terminal, que são clivadas proteolicamente para produzir as subunidades ativas p50 e p52, 

respectivamente (Hayden e Ghosh, 2008). 

Figura 1.8. Os domínios das quinases IKK. As quinase IKKa (745 aminoácidos) e IKKb (756 
aminoácidos) compartilham cerca de 50% de homologia. Ambas possuem um domínio de quinase, um 
domínio de dimerização e um domínio de ligação a NEMO (NDB, do inglês NEMO-binding domain). 
Adicionalmente, IKKb possui um domínio análogo a ubiquitina (ULD, do inglês ubiquitin-like domain). 
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Em condições celulares basais, os complexos NF-kB são geralmente mantidos numa 

forma inativa através da interação com a família de proteínas inibidoras de kB (IkB, do inglês 

inhibitor of kB). Os membros da família IkB incluem IkBa, IkBb, IkBe, Bcl-3, p100 e p105, 

todos os quais possuem repetições análogas à anquirina que se ligam ao NF-kB e o inibem. De 

forma geral, esta inibição se baseia no sequestro do NF-kB no citoplasma, portanto impedindo 

que este se ligue ao DNA e leve a transcrição de seus genes-alvo (Bassères e Baldwin, 2006). 

Estudos de deleção genética de diferentes subunidades do complexo IKK revelaram que 

a ativação de NF-kB pode ocorrer através de dois mecanismos diferentes, denominados de via 

canônica e não-canônica (Hinz e Scheidereit, 2014). 

A ativação da via canônica ocorre através de diferentes estímulos, incluindo produtos 

bacterianos, como lipopolissacarídeos (LPS), expressão viral, citocinas pró-inflamatórias, 

como TNF e IL-1, fatores de crescimento e sinais de estresse celulares, como danos ao DNA e 

espécies reativas de oxigênio (Beg e Baltimore, 1996; Chow et al., 1999; Hayden e Ghosh, 

2008; Hinz e Scheidereit, 2014). Desta forma, em resposta a um destes estímulos, ocorre a 

indução do complexo IKK, composto por duas subunidades catalíticas, IKKa e IKKb, e uma 

subunidade regulatória, NEMO. O mecanismo molecular desta transdução de sinal ainda não 

está totalmente elucidado, onde se considera a existência de quinases que fosforilem as quinases 

do complexo IKK (IKKKs) e/ou trans-autofosforilação (Hayden e Ghosh, 2012; Hinz e 

Scheidereit, 2014).  

Em condições celulares normais, o dímero p65-p50 está no citoplasma em sua forma 

inativa, uma vez que está ligado a IkBa. Desta forma, a fosforilação de IkBa na Ser32 e 36 

pelo complexo IKK leva à sua degradação através da via ubiquitina-proteossoma (Brown et 

al., 1995; DiDonato et al., 1996). Uma vez que IkBa é degradado, p65-p50 se acumula no 

núcleo e regula a transcrição de seus genes-alvo, os quais se incluem fatores anti-apoptóticos, 

citocinas, como IL-6, e fatores de proliferação, como ciclina D1. Ainda, o NF-kB gera uma 
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retroalimentação negativa, uma vez que leva à transcrição do próprio IkBa, a proteína que o 

inibe (Hayden e Ghosh, 2012).  

A via não-canônica, por outro lado, é ativada principalmente através de sinais de 

desenvolvimento, como BAFF (B-cell activating factor), CD40 (cluster of differentiation 40) e 

LTbR (lymphotoxin beta receptor) (Claudio et al., 2002; Dejardin et al., 2002). Estes sinais 

levam a ativação de NIK (NF-kB-inducing kinase) por meio das proteínas TRAF (TNF 

receptor-associated factor), que ativa dímeros de IKKa para fosforilação de p100. Aqui, p100 

age como um IkB, mantendo RelB no citoplasma. Após sua fosforilação, p100 é clivado em 

p52, o que resulta na formação do dímero RelB-p52 que, por sua vez, acumula-se no núcleo e 

leva a transcrição de seus genes-alvo (Figura 1.9) (Coope et al., 2002). 

 

Figura 1.9. Via canônica e não-canônica de ativação do NF-kB. A via canônica (à esquerda) 
consiste na formação do complexo IKK (IKKa, IKKb e IKKg) através de um sinal upstream. A 
fosforilação de proteína IkB leva a sua degradação através da via ubiquitina-proteossoma, 
permitindo que o dímero p65-p50 acumule no núcleo e regula a transcrição de seus genes-alvo. A 
via não-canônica (à direita) consiste em um dímero IKKa capaz de fosforilar p100 e causar sua 
degradação parcial. Desta forma, o dímero RelB-p52 é capaz de entrar no núcleo e transcrever seus 
genes-alvo.  
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Interessantemente, tanto IKKa quanto IKKb possuem uma variedade de substratos e 

outras funções celulares que independem da ativação do NF-kB (Hinz e Scheidereit, 2014). 

Uma prova disto é um estudo que mostra que deleção de IKKb em camundongos é 

embrionicamente letal, enquanto que deleção de p65 só causa morte dos camundongos na 

segunda semana, principalmente devido a apoptose no fígado induzida por TNF (Li, Q et al., 

1999a; Li, ZW et al., 1999). Além disso, camundongos deficientes em IKKa conseguem 

sobreviver por um mês após o nascimento, mas sofrem de defeitos morfológicos, como 

epiderme hiperplásica (Li, Q et al., 1999b). 

Finalmente, já foi mostrado que IKKb pode fosforilar diferentes proteínas que estão 

relacionadas ao controle do ciclo celular, respostas ao dano no DNA, estabilidade do RNA 

mensageiro, metabolismo, apoptose, migração celular, entre outras (Page et al., 2017). 

 

1.3.2. IKKb e câncer 

Superativação das vias do NF-kB é um fenômeno encontrado em uma variedade de 

doenças humanas, tais como artrite, inflamação crônica, asma, doenças neurodegenerativas, 

doenças cardíacas e câncer (Baldwin, 2012; Courtois e Gilmore, 2006). A primeira associação 

do NF-kB com câncer veio da observação de que o gene NFKB2 é encontrado mutado em certos 

tipos de linfomas. Adicionalmente, amplificação do gene c-rel é comum em linfoma de células 

B, enquanto que mutações ou deleções do gene que codifica para IkBa ocorre em alguns casos 

de linfoma de Hodgkin, levando à ativação constitutiva do NF-kB (Courtois e Gilmore, 2006). 

Portanto, uma vez que IKKb é necessária para a ativação canônica do NF-kB, esta quinase está 

envolvida em várias das contribuições do NF-kB para oncogênese. Ainda, por possuir uma 

gama de outros substratos, muito dos quais estão relacionados aos “hallmarks do câncer” 

(Hanahan e Weinberg, 2011), IKKb também contribui para a transformação maligna e para a 
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manutenção do fenótipo maligno por mecanismos independentes de NF-kB (Hinz e 

Scheidereit, 2014). 

Ao ser ativado pela quinase IKKb, o NF-kB regula diversas propriedades oncogênicas 

pela transcrição de genes que codificam para proteínas envolvidas em proliferação e 

sobrevivência celular (ciclina D1, ciclina E, CDK2, c-Myc, Bcl-2, survivina), invasão e 

metástase (MMP2, MMP9), transição epitelial-mesenquimal (vimentina, MMP2, MMP13), 

inflamação (TNF, IL-1, IL-8) e angiogênese (IL-1, IL-6, IL-8, VEGF) (Bassères e Baldwin, 

2006). 

A IKKb também participa de propriedades oncogênicas através da fosforilação da 

proteína supressora de tumor p53 na Ser362 e 366, que leva à sua ubiquitinação e consequente 

degradação (Xia et al., 2009), sugerindo que a inibição de IKKb em tumores pode trazer maior 

regulação do ciclo celular através da conservação da estabilidade de p53. Um outro substrato 

de IKKb é a proteína quinase envolvida na resposta a danos no DNA, ATM (ataxia-

telangiectasia mutated), que é fosforilada por IKKb no núcleo para atuar no reparo de DNA 

(Sakamoto et al., 2013). Adicionalmente, FOXO3a, um fator de transcrição que regula 

progressão do ciclo celular e apoptose, encontra-se retido no citoplasma de células tumorais, 

sem transcrever seus genes-alvo, o que contribui para o fenótipo maligno. Neste contexto, um 

estudo demonstrou que IKKb inativa e induz degradação de FOXO3a, portanto contribuindo 

para tumorigênese (Hu et al., 2004). 

Interessantemente, um estudo mostrou que a deleção de IKKb em células epiteliais do 

intestino de um modelo animal de câncer de cólon diminui drasticamente a incidência de 

tumores (Greten et al., 2004). Ainda, a ausência de IKKb em células mieloides gera uma 

alteração no microambiente tumoral que diminui a expressão de citocinas inflamatórias que 

servem como fatores de crescimento tumorais (Greten et al., 2004). Outro estudo evidenciou 

que os níveis de fosforilação de IKKb acompanha o aumento da expressão de marcadores de 
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proliferação (Ki67 e survivina) quando tecidos normais são comparados com tumores de 

pacientes com câncer de próstata, sugerindo que aumento da atividade de IKKb está relacionada 

a estágios clínicos mais avançados destes tumores (Zhang et al., 2016). A deleção de IKKb em 

um modelo animal de câncer de pulmão reduz significativamente o crescimento e a progressão 

tumoral (Xia et al., 2012), além de inibir a tumorigênese pancreática, uma vez que 70% destes 

tumores possuem ativação constitutiva da via IKK/NF-kB (Fujioka et al., 2003; Wang et al., 

1999). Curiosamente, IKKb também já foi envolvida atuando como supressor tumoral, uma vez 

que deleção de IKKb em carcinoma hepatocelular quimicamente induzido acelera o 

crescimento tumoral através do aumento da atividade de STAT3 (He et al., 2010). Por fim, 

também foi demonstrado que inibição farmacológica de IKKb induz apoptose em células 

leucêmicas sem afetar a atividade de NF-kB em células hematopoiéticas normais (Frelin et al., 

2005), bem como inibe o crescimento de células de mieloma in vitro e in vivo (Hideshima et 

al., 2006).  

 

1.3.3. IKKb e KRAS 

Ultimamente, vários estudos vêm demonstrando que a via IKK/NF-kB é extremamente 

relevante em tumores induzidos por KRAS. Primeiramente, HRAS ativa o NF-kB para induzir 

transformação celular em fibroblastos (Finco et al., 1997; Mayo et al., 1997), bem como o 

aumento da atividade de NF-kB já foi relacionado ao aumento da expressão de KRAS 

oncogênica (Tang et al., 2006; Kim et al., 2002). Importantemente, foi demonstrado que 

KRAS oncogênica ativa o NF-kB através da quinase IKKb para promover a tumorigênese 

pulmonar (Bassères et al., 2010) e que inibição genética de IKKb inibe a tumorigênese 

mediada por RAS (Yang et al., 2010; Ling et al., 2012; Xia et al., 2012). 
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Embora não muito se conheça sobre o mecanismo molecular pelo qual KRAS ativa a 

quinase IKKb, um estudo mostrou que esta via depende da ativação da proteína adaptadora p62 

e a consequente poliubiquitinação de TRAF6 (Duran et al., 2008). Adicionalmente, um outro 

estudo demonstrou que KRAS oncogênica regula positivamente a glicogênio sintase quinase 

3a (GSK-3a, do inglês glycogen synthase kinase 3a), promovendo sua interação com TAK1 

para estabilizar o complexo TAK1-TAB e promover a atividade do complexo IKK (Bang et 

al., 2013). Também já foi evidenciado que a via RALGEFs downstream de RAS pode ativar o 

NF-kB independente do complexo IKK, onde o efetor RalB induz a ativação de TBK1 (TANK-

binding kinase), uma proteína quinase análoga às IKKs (Chien et al., 2006; Henry et al., 2000; 

Harris et al., 2006). Desta forma, fica claro que KRAS pode contribuir para a ativação de IKKb 

por diferentes mecanismos. 

Por fim, um estudo recente mostrou que o tratamento de um modelo animal de câncer de 

pulmão induzido por KRAS com um inibidor altamente específico para quinase IKKb 

(Composto A, Ziegelbauer et al., 2005) diminui o crescimento tumoral, reduz proliferação 

celular e também previne a progressão tumoral para graus histológicos mais avançados 

(Bassères et al., 2014).  

 

 

1.4.  As células iniciadoras de tumor 

Diferentes mecanismos contribuem para a heterogeneidade intratumoral, incluindo 

mutações genéticas, alterações epigenéticas e a existência de subpopulações celulares 

fenotipicamente distintas. Exatamente por isso, o tratamento do câncer representa um grande 

desafio: eliminar todas as células malignas, independente de quais são os mecanismos 

moleculares que sustentam a sua proliferação celular descontrolada. A heterogeneidade tumoral 

é o principal motivo pelo qual até mesmo as terapias-alvo falham em testes clínicos e células 
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neoplásicas rapidamente se adaptam e adquirem resistência às drogas (Hanahan e Weinberg, 

2011). 

Atualmente, dois modelos foram propostos para tentar explicar a tumorigênese, 

heterogeneidade intratumoral, metástase, resistência às drogas, progressão tumoral e recidiva: 

o modelo estocástico, baseado na evolução clonal, e o modelo hierárquico, baseado na 

existência das células iniciadoras de tumor. A principal diferença entre estes dois modelos é 

que o primeiro sugere que mutações genéticas e/ou alterações epigenéticas resultam em uma 

população clonal dominante de células que possuem potencial tumorigênico similar (Nowell, 

1976), enquanto que o último prediz que apenas uma pequena parcela de células tumorais 

autorrenováveis são tumorigênicas e capazes de sustentar o crescimento tumoral. Embora o 

modelo hierárquico tenha atraído bastante atenção devido a importantes implicações na clínica 

e para terapia, estes dois modelos não são mutualmente exclusivos (Kreso e Dick, 2014) e 

podem ser harmonizados para melhor explicar as propriedades oncogênicas. 

O modelo das células iniciadoras de tumor propõe uma organização celular hierárquica 

para os tumores, na qual células tumorigênicas (CITs) “se diferenciam” em células não-

tumorigênicas (não-CITs) (Figura 1.10) (Li et al., 2007; Visvader e Lindeman, 2012). Desta 

forma, CITs são definidas como células tumorais capazes de se autorrenovar, iniciar a formação 

de tumores e sustentar o crescimento tumoral. Estas células são também resistentes às terapias 

convencionais, como quimio- e radioterapia, e responsáveis pela disseminação metastática e 

recidiva tumoral (Li et al., 2007; Visvader e Lindeman, 2012). Portanto, as diferenças 

funcionais entre células com e sem potencial tumorigênico têm implicações extremamente 

importantes na clínica. 
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Esta observação de que existem células tumorais com diferentes potenciais tumorigênicos 

foi primeiramente descrita em leucemia mieloide aguda, onde células de pacientes foram 

transplantadas em camundongos imunodeficientes. Foi observado que uma população de 

células CD34+ CD38– causava a doença muito mais frequentemente e em concentrações mais 

baixas do que células CD34– (Bonnet e Dick, 1997). De fato, avaliar o potencial tumorigênico 

de diferentes populações celulares em camundongos imunodeficientes tem sido uma estratégia 

bastante utilizada para a identificação de CITs em diversos tumores, incluindo de mama (Al-

Hajj et al., 2003), próstata (Collins et al., 2005), glioblastoma (Singh et al., 2004), pulmão 

(Kim et al., 2005), fígado (Suetsugu et al., 2006), pâncreas (Li et al., 2007), entre outros 

(Ailles e Weissman, 2007). É importante destacar que nem todos os tumores seguem o modelo 

hierárquico. Curiosamente, em melanoma humano, quase todas as células possuem capacidade 

inata de iniciar a formação de tumores (Quintana et al., 2008).  

Frequentemente, CITs podem ser isoladas através do uso combinado ou individual de 

marcadores, seja por beads magnéticas ou por separação de células ativadas por fluorescência 

Figura 1.10. O modelo das células iniciadoras de tumor. O modelo das células iniciadoras de tumor 
(ou células-tronco tumorais) considera uma organização celular hierárquica, onde apenas uma 
subpopulação de células (em vermelho) têm a habilidade de sustentar a tumorigênese e promover a 
heterogeneidade tumoral através da diferenciação. Estas células são capazes de se autorrenovar e dar 
origem a células não-tumorigênicas (em verde e em cinza).  
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(FACS, do inglês fluorescence-activated cell sorting). Neste contexto, muitos marcadores têm 

sido propostos para distinguir entre CITs e as outras células tumorais. Embora nenhum 

marcador individual seja perfeito, CD133, CD44, CD24, EpCAM e atividade de ALDH estão 

entre os mais utilizados (Visvader et al., 2012). Uma vez isoladas, as células purificadas podem 

ser comparadas através de diversos ensaios funcionais e fenotípicos distintos, tais como 

proliferação celular, sobrevivência e expressão gênica (Singh et al., 2004; Al-Hajj et al., 2003; 

Collins et al., 2005; Li et al., 2007; Dalerba et al., 2007).  

A capacidade das CITs de se autorrenovarem envolve os mesmos mecanismos 

moleculares utilizados por células-tronco e, portanto, estão relacionadas à manutenção de um 

fenótipo tronco-tumoral em diversos tumores. Por este motivo, células iniciadoras de tumor são 

frequentemente chamadas de células-tronco tumorais ou células-tronco cancerígenas (CSC, do 

inglês cancer stem cells). Embora a origem das CITs não seja muito conhecida, sabe-se que o 

seu aparecimento não depende de alterações genéticas e/ou epigenéticas apenas em células-

tronco, mas também em células progenitoras ou diferenciadas, dependendo do tipo de tumor. 

Portanto, para evitar concepções precipitadas, nós preferimos o uso da terminologia “células 

iniciadoras de tumor”. Apesar de não existir um consenso, alguns grupos apontam que o termo 

“célula-tronco tumoral” traz um contexto conceitual, já que se refere a células capazes de 

propagarem clones malignos indefinidamente, enquanto que “célula iniciadora de tumor” 

representa um termo operacional, uma vez que podem ser detectáveis, purificadas e avaliadas 

conforme sua capacidade de gerar tumores em camundongos imunodeficientes (Valent et al., 

2012). 

Alguns estudos vêm demonstrando que as diferenças funcionais e fenotípicas encontradas 

entre CITs e não-CITs (células não-iniciadoras de tumor, ou seja, as células que não são CITs) 

são essencialmente atribuídas a modificações epigenéticas (Dawson e Kouzarides, 2012; Reya 

et al., 2001; Wainwright e Scaffidi, 2017; Shibue e Weinberg, 2017). Em carcinomas, esta 
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diferença pode estar fortemente relacionada ao processo denominado transição epitelial-

mesenquimal (EMT, do inglês epithelial-to-mesenchymal transition) (Polyak e Weinberg, 

2009; Medema, 2013). Uma vez que este processo é ativado por modificações epigenéticas, 

células de carcinoma perdem muitas de suas características epiteliais e, por sua vez, adquirem 

propriedades mesenquimais, incluindo um fenótipo mais alongado, morfologia análoga à de 

fibroblastos e capacidade aumentada de migração e invasão (Yilmaz e Christofori, 2009).  

Além disso, diversos trabalhos mostram que CITs são resistentes a quimioterápicos, como 

doxorrubicina e cisplatina, por várias razões, as quais se incluem sua natureza mais quiescente 

e de proliferação lenta (Gottesman, 2002), maior expressão de bombas de efluxo dependentes 

de ATP (Zhou et al., 2001), maiores níveis de moléculas anti-apoptóticas (Reya et al., 2001), 

além serem mais resistentes ao estresse oxidativo e a agentes genotóxicos, uma vez que 

possuem um sistema de reparo de DNA mais eficiente (Ito et al., 2004; Bao et al., 2006; Diehn 

et al., 2009). 

Assim como células-tronco dependem de interações com o microambiente e dos 

componentes da matriz extracelular para manter sua identidade e capacidade de autorrenovação 

(Moore e Leimischka, 2006), estudos demonstram que CITs dependem criticamente do 

microambiente tumoral para manter suas propriedades de stemness para sustentar o crescimento 

tumoral e se disseminar para outros sítios. Ainda, estudos recentes vêm mostrando que CITs 

podem estar envolvidas no processo de colonização metastática através da tentativa de recriar 

um ambiente similar ao do tumor primário (Malanchi et al. 2012), e no fenômeno da 

“dormência tumoral”, que é o reaparecimento do câncer após vários anos de remissão clínica, 

cujos mecanismos moleculares ainda são pouco compreendidos (Kleffel e Schatton, 2013; 

Gay e Malanchi, 2017). 

Por fim, o desenvolvimento de terapias direcionadas às CITs tem sido alvo de intenso 

estudo, uma vez que estas são consideradas as raízes do tumor. Ainda, estas terapias podem não 
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somente levar à eliminação tumoral, como também à redução de metástases e recidivas. Neste 

contexto, as estratégias mais comuns para a eliminação de CITs envolvem a identificação e 

inibição de vias e moléculas essenciais para a sua sobrevivência, a inibição dos mecanismos 

moleculares responsáveis pelo seu fenótipo tronco e capacidade de autorrenovação e o uso de 

drogas que prejudiquem a comunicação entre CITs e os componentes e células do 

microambiente tumoral. Entretanto, a barreira que estas abordagens enfrentam é a plasticidade 

do fenótipo tronco-tumoral, ou seja, a capacidade de CITs e não-CITs de alterarem seu fenótipo. 

Por este motivo, acredita-se que terapias anti-CITs devem ser utilizadas em conjunto com as 

terapias convencionais (Figura 1.11) e que CITs não devem ser tratadas como uma “entidade”, 

mas sim como um “estado” (como discutido em Valle et al., 2018), uma vez que está claro que 

o microambiente tumoral desempenha um papel importante na reprogramação epigenética de 

células malignas que lhe conferem propriedades de CITs (Visvader et al., 2012; Zhou et al., 

2009).  

Figura 1.11. Terapias convencionais e terapias direcionadas às células iniciadoras de tumor. As 
terapias convencionais têm como alvo células com rápida taxa de proliferação. CITs, entretanto, são 
células resistentes aos tratamentos convencionais, o que geralmente resulta na eliminação incompleta 
das células malignas. Desta forma, as CITs sobrevivem e são responsáveis pela recidiva tumoral. As 
terapias anti-CITs, por outro lado, têm como objetivo identificar os mecanismos moleculares vitais para 
a sobrevivência destas células a fim de eliminá-las. Acredita-se que a eliminação das CITs resulta na 
regressão da massa tumoral e, consequentemente, eliminação completa do tumor, uma vez que apenas 
CITs são capazes de se autorrenovar e sustentar o crescimento tumoral. Entretanto, a combinação das 
suas terapias por apresentar maior eficácia terapêutica e erradicação mais rápida do tumor. 
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1.4.1. O papel de KRAS na biologia das células iniciadoras de tumor 

Como já mencionado anteriormente, KRAS está envolvida em diversas propriedades 

oncogênicas e recentemente tem sido implicada em mais uma: a aquisição e manutenção do 

fenótipo tronco-tumoral. Primeiramente, um estudo demonstrou que a indução da transição 

epitelial-mesenquimal (EMT) em células epiteliais mamárias humanas resulta na aquisição de 

características mesenquimais e na expressão de genes de células-tronco (Mani et al., 2008). 

Este mesmo estudo observou que estas células apresentam maior capacidade de formação de 

esferas em cultura antiaderente e formam tumores de forma mais eficiente (Mani et al., 2008). 

Adicionalmente, um outro estudo mostrou por experimentos de ganho e perda de função que 

KRAS é necessária para aquisição de um fenótipo mesenquimal e metastático (Kim et al., 

2015). Desta forma, se EMT é um processo que culmina na aquisição de propriedades “tronco” 

(que também será referido adiante como “stemness”) e KRAS é um regulador da EMT, é 

altamente provável que KRAS esteja envolvida na manutenção do fenótipo tronco-tumoral. De 

fato, em queratinócitos a via utilizada por RAS para a promoção de características tronco-

tumorais envolve a ativação do fator de transcrição NF-kB através do silenciamento do 

microRNA let-7c (Jiang et al., 2014). Além disso, em câncer de mama, um estudo isolou 

células com o fenótipo tronco através do marcador Sca-1 e demonstrou que células positivas 

para Sca-1 possuem maiores níveis de RAS-GTP do que células negativas para Sca-1, 

sugerindo que estas características de stemness dependem de vias ativadas por RAS. (Kim et 

al., 2010). Este mesmo trabalho mostrou que a inibição das vias ativadas por RAS diminui a 

expressão dos fatores de transcrição SOX2, OCT4 e NANOG, bem como reduz a formação de 

esferas (Kim et al., 2010). Recentemente, mostrou-se que KRAS oncogênica participa na 

manutenção do fenótipo tronco-tumoral em câncer de pulmão através da PKCi, que fosforila o 

fator de transcrição ELF3 para regular positivamente a expressão de NOTCH3 (Ali et al., 

2016). Apesar disto, o papel de KRAS na promoção e regulação do fenótipo tronco-tumoral em 
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câncer de pulmão permanece pouco explorado e mais estudos são necessários para que 

consigamos compreender melhor a contribuição desta proteína nestas propriedades 

oncogênicas. 

 

1.4.2. O papel de IKKb na biologia das células iniciadoras de tumor 

Como mencionado anteriormente, ativação do NF-kB está associada a diversas 

propriedades oncogênicas, incluindo a aquisição e manutenção de um fenótipo tronco-tumoral. 

Um dos primeiros estudos a evidenciar esta observação mostrou que células iniciadoras de 

leucemia purificadas (CD34+/CD38–/CD123+) apresentam superativação de NF-kB (Guzman 

et al., 2001). Outro estudo demonstrou que células de glioblastoma oriundas da cultura de 

tumoresferas, uma técnica in vitro que leva ao enriquecimento de CITs, apresentam maior 

localização nuclear da subunidade p65 do NF-kB do que células cultivadas na cultura aderente 

(ou de monocamada) (Garnet et al., 2013). Observações similares foram obtidas por outros 

estudos para diversos tipos de tumores, como mama (Liu et al., 2007), próstata (Birnie et al., 

2008) e ovário (Leizer et al., 2010), e sugerem que NF-kB está mais ativo em CITs. 

O envolvimento do NF-kB na manutenção do fenótipo-tronco tumoral é consequência 

dos seus alvos transcricionais, que incluem citocinas (MCP1, IL-1, IL-3, IL-6 e IL-8), fatores 

de células-tronco (Nanog, Sox2, CD44, Klf4), fatores de transição epitelial-mesenquimal 

(Snail, Slug, Twist1, ZEB2) e microRNAs (Lin28 e Let7) (Rinkenbaugh e Baldwin, 2016). 

Neste contexto, o envolvimento de IKKb na biologia das CITs se dá pelos alvos da via canônica 

do NF-kB e através de mecanismos independentes de NF-kB, como a fosforilação de p53 por 

IKKb, já mencionada anteriormente.  

De fato, aumento da fosforilação de IKKb está relacionado a expressão de Snail, Slug, 

Nanog, Oct4 e Sox2 quando tecidos normais são comparados com tumores de pacientes com 
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câncer de próstata (Zhang et al., 2016). Interessantemente, em células malignas de próstata, 

IKKb (mas não NF-kB) regula a expressão de Nanog, que por sua vez modula os níveis de 

Oct4, Sox2, Snail e Slug, sugerindo um papel fundamental de IKKb no fenótipo tronco e na 

regulação da transição epitelial-mesenquimal (Zhang et al., 2016). Por fim, IKKb também já 

foi envolvida na capacidade de autorrenovação de CITs de mama in vitro (Kendellen et al., 

2013) e na manutenção do fenótipo tronco-tumoral em glioblastoma (Rinkenbaugh et al., 

2016). Entretanto, seu papel em CITs pulmonares e principalmente em CITs induzidas por 

KRAS permanece inexplorado.  
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2. HIPÓTESE 

A fim de identificar potenciais alvos terapêuticos que contribuam para o fenótipo tronco-

tumoral induzido pelo oncogene KRAS no pulmão, a hipótese deste trabalho é de que (1) a 

quinase IKKb promove o fenótipo tronco-tumoral e, consequentemente, a capacidade 

metastática tumoral; e (2) a inibição de IKKb reduzirá a quantidade de CITs em linhagens 

pulmonares que expressam KRAS mutada.   

 

3. OBJETIVOS 

3.1 . OBJETIVO GERAL 

Investigar o papel da quinase IKKβ na biologia das células iniciadoras de tumor (CITs) 

pulmonares em linhagens portadoras da forma oncogênica de KRAS visando o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas no tratamento do câncer de pulmão. 

 

3.2 . OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Avaliar, em linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano portadoras de 

mutação em KRAS, como a inibição da IKKβ afeta a expressão de marcadores específicos 

de CITs; 

 

2. Avaliar, em linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano portadoras de 

mutação em KRAS, como a inibição da IKKβ afeta a formação de tumoresferas; 

 

3. Determinar o papel da quinase IKKβ para o fenótipo tronco-tumoral das CITs pulmonares 

através de células derivadas da cultura de tumoresferas portadoras de mutação em KRAS. 
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4. MATERIAIS E PROCEDIMENTOS 

4.1.  Linhagens celulares e condições de cultura aderente 

As linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano portadoras de mutação 

oncogênica em KRAS A549 (ATCC CCL-185; KRASG12S em homozigose) e H358 (ATCC 

CRL-5807; KRASG12C em heterozigose) foram cultivadas em meio RPMI-1640 (ATCC 30-

2001) suplementado com 10% (v/v) de SFB (soro fetal bovino, Cultilab cat# F063), sem 

antibióticos, em uma atmosfera úmida constituída de 95% de O2 e 5% de CO2 a 37 °C. A 

subcultura foi feita utilizando-se solução de tripsina 0,1% (m/v) diluída em PBS (do inglês 

Phosphate buffer saline – 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8 mM NaHPO4; 1,5 mM KH2PO4; pH 

= 7,6) contendo 0,53 mM de EDTA, e as passagens celulares foram devidamente registradas. 

Os estoques celulares foram criopreservados no meio de cultivo contendo 10% de DMSO 

(dimetilsulfóxido) a -190ºC, em reservatório contendo nitrogênio líquido. 

 

4.2.  Inibidores farmacológicos  

Diferentes inibidores far macológicos foram utilizados ao longo deste trabalho e estão 

descritos nas seções específicas dos métodos. As concentrações utilizadas variam com os 

experimentos e estão sempre indicadas nas legendas das figuras. A Tabela 4.1 indica o nome 

dos inibidores utilizados e seus respectivos alvos. 

 

Tabela 4.1. Inibidores farmacológicos utilizados e seus respectivos alvos. 

Inibidor Farmacológico Alvo 

Composto A Quinase IKKb 

Neratinib EGFR e ERBB2 

Trametinib ERK 

NVP-BEZ235 Akt e mTOR 
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4.3.  Ensaio de formação de tumoresferas 

As linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano A549 e H358 foram 

cultivadas em placas de baixa aderência de 6 ou 24 poços (Corning® Costar® cat# 3471 ou 

Corning® Costar® cat# 3473, respectivamente) em baixa densidade celular (1000 ou 5000 

células/poço) com 2 mL de meio (para placa de 6 poços) ou 1 mL de meio (para placa de 24 

poços) DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium:Nutrient Mixture F-12) (GibcoTM 

cat# 11330032) suplementado com N-2 (GibcoTM cat# 17502048), 20 ng/mL de FGF (fator de 

crescimento de fibroblasto, GibcoTM cat# PHG0266) e 20 ng/mL de EGF (fator de crescimento 

epitelial, GibcoTM cat# PHG0311L) por 14 dias em uma atmosfera úmida constituída de 95% 

de O2 e 5% de CO2 37 °C. A cada três dias as esferas foram suplementadas com 500 µL (para 

placa de 6 poços) ou 200 µL (para placa de 24 poços) do meio de cultura descrito acima. O 

número de tumoresferas formadas foi registrado e as tumoresferas foram fotografadas. 

Para a geração de esferas secundárias, as tumoresferas primárias foram dissociadas na 

presença de Accutase (GibcoTM StemProTM AccutaseTM cat# A1110501). As células individuais 

foram contadas e 1000 células foram plaqueadas por poço em placas de cultura de 6 poços de 

baixa aderência em meio DMEM/F12 suplementado com N-2, FGF e EGF. O processo foi 

repetido para as esferas terciárias. 

Para avaliar o efeito da inibição da quinase IKKb foi utilizado Composto A (Ziegelbauer 

et al., 2005) no momento do plaqueamento das esferas primárias, não sendo reutilizado em 

nenhum outro momento, nem mesmo na formação de tumoresferas secundárias e terciárias. Da 

mesma forma, para avaliar o efeito da inibição dual de EGFR e ERBB2 foi utilizado Neratinib 

(Subramaniam et al., 2015) no momento do plaqueamento.  

Alternativamente, as culturas de tumoresferas foram realizadas com células A549 e H358 

com inibição genética de IKKb ou KRAS por interferência de RNA, conforme descrito no item 

4.6. 
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4.4. Ensaio de formação de tumoresferas single-cell 

As tumoresferas oriundas das linhagens celulares A549 e H358 foram dissociadas com 

Accutase após aproximadamente 12 dias em cultura e plaqueadas na densidade de 1 célula/poço 

em uma placa de baixa aderência de 96 poços (Corning® Costar® cat# 3474) com 100 µL de 

meio de cultura DMEM/F12 suplementado com N-2, EGF e FGF por 14 dias. A cada três dias 

as esferas foram suplementadas com 30 µL de meio de cultura descrito acima. Os poços 

contendo apenas uma célula foram fotografados nos dias 0, 5, 15 para avaliar a formação de 

tumoresfera a partir de uma única célula. 

 

4.5.  Ensaio de formação de colônias 

As linhagens celulares A549 e H358 (parentais ou oriundas da cultura de tumoresferas, 

tratadas ou não com Composto A e/ou Neratinib) foram cultivadas em placas de 60mm (500 

células para A549 e 5000 células para H358) e incubadas em meio RPMI-1640 suplementado 

com 10% (v/v) de FBS por 10-15 dias. O meio de cultura foi trocado uma ou duas vezes durante 

este período. Após a formação de colônias visíveis a olho nu, o meio foi aspirado, as células 

foram lavadas com PBS, fixadas em metanol à temperatura ambiente por 10 minutos, coradas 

com solução de 0,1% cristal violeta em 20% de etanol e lavadas com PBS. O número e a área 

das colônias foram quantificados com o auxílio do programa ImageJ (NCBI). 

 

4.6.  Silenciamento da expressão gênica mediado por transfecção com 

siRNA 

A inibição transiente da expressão de KRAS ou IKKb nas linhagens celulares A549 e 

H358 foi realizada utilizando-se um pool (Dharmacon siGenome Smart Pool siRNA Design®) 

contendo 5 pequenos RNAs de interferência (siRNAs) para a KRAS humana (siKRAS, 
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Dharmacon cat# M-005069-00) ou para a IKKb humana (siIKKb, Dharmacon, cat #M-003545-

10). Como controle negativo, as células foram transfectatadas com siRNA controle non-

targeting #3 (siCtrl, Dharmacon, cat# D-001210-03-20), que não possui similaridade com 

genes humanos conhecidos. Para tanto, as células A549 e H358 foram plaqueadas (1x105 

células/poço) em placas de 6 poços em meio RMPI-1640 suplementado com 10% FBS. Após 

24h, foi preparada a mistura de siRNA (tubo 1) e o reagente de transfecção (tubo 2). No tubo 

1, 5 µL do siRNA de interesse na concentração estoque de 20 µM foi diluído em 45 µL de 

tampão siRNA buffer 1x (Dharmacon, cat# B-002000-UB-100), em seguida, 150 µL de meio 

RPMI sem soro feral bovino foi adicionado. No tubo 2, 4 µL do reagente de transfecção 

DharmaFECT® (Dharmacon, cat# T-2001-02) foi diluído em 196 µL de meio RPMI sem soro 

feral bovino e mantido à temperatura ambiente por 5 minutos. Após esse tempo, o conteúdo do 

tubo 2 foi adicionado ao tubo 1 e mantido à temperatura ambiente por 20 minutos. Nesse 

intervalo, o meio foi retirado da placa, as células lavadas com PBS, e foram adicionados 1,6 

mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro feral bovino em cada poço. Por fim, 400 

µL do mix de siRNA + DharmaFECT foi adicionado a cada poço contendo as células e as 

mesmas foram incubadas a 37 ºC e 5% de CO2. As células foram plaqueadas para cultura de 

tumoresferas cerca de 48h após a transfecção. Para avaliar a eficiência de inibição da expressão 

dos genes de interesse, o RNA foi extraído 72h após a transfecção. 

 

4.7.  Extração e quantificação de RNA 

Para extração de RNA, as linhagens celulares A549 e H358 (oriundas da cultura aderente 

ou da cultura de tumoresferas) foram tripsinizadas ou dissociadas e, em seguida, as células 

foram centrifugadas a 1000 rpm por 7 minutos em tubos de 15 ou 50 mL. O meio de cultura 

foi, então, descartado e o pellet de células ressuspenso em 250 µL do reagente TRIzolTM 

(Invitrogen®, cat# 15596026). Após a homogeneização, a solução foi transferida para tubos de 
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1,5 mL (podendo ser armazenadas a -80 ºC). Após isto, foram adicionados 100 µL de 

clorofórmio em cada tubo, agitando-os vigorosamente por 10 segundos. Os tubos foram 

mantidos em temperatura ambiente por 3 minutos e em seguida centrifugados a 14.000 rpm por 

15 minutos a 4 °C. A fase incolor, contendo o RNA, foi transferida para outro tubo, onde foram 

adicionados 250 µL de isopropanol e agitados vigorosamente por 10 segundos. Os tubos foram 

mantidos a 4 °C overnight e em seguida foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 100 µL de etanol 100%. Os tubos foram 

centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O tubo contendo 

somente o precipitado de RNA foi mantido em temperatura ambiente por 5 minutos.  

O RNA foi diluído em água autoclavada (Millipore, MilliQ System) e mantido em banho 

seco a 65 °C por 5 minutos. Em seguida, mantendo os tubos com o RNA diluído em gelo, a 

concentração do RNA foi determinada por meio de sua absorbância a 260 nm no 

espectofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

 

4.8.  Síntese de cDNA 

Para síntese do cDNA, 1 µg de RNA total tratado com DNase 1 (InvitrogenTM, 

cat#18047019) foi submetido à transcrição reversa com SuperScriptTM III (InvitrogenTM cat# 

18080093). Para 1 µg de RNA tratado com DNAse 1, foram adicionados 1 µL de iniciadores 

randômicos (InvitrogenTM, cat# N8080127, random hexamers 50 ng/µL) e 1 µL de tampão de 

anelamento (Annealing Buffer), completando com água para um volume final de 8 µL. Os tubos 

foram incubados no termociclador Mastercycler gradient AG22331 (Eppendorf®) a 65°C por 5 

minutos e depois colocados em gelo imediatamente. Em seguida, foram adicionados aos tubos, 

ainda no gelo, 10 µL de mistura de reação de primeira fita 2x (2x First-Strand Reaction Mix) e 

2 µL de SuperScriptTM III. As amostras foram agitadas delicadamente e incubadas a 25°C por 
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10 minutos, em seguida a 50°C por 50 minutos e, finalmente, a 85°C por 5 minutos. As amostras 

foram mantidas a -20°C até o uso. 

 

4.9.  Análise de expressão gênica por PCR quantitativo (qPCR) 

Todas as reações de qRT-PCR foram realizadas em termociclador StepOnePlusTM Real-

Time PCR System (Applied Biosystems®), com primers específicos para os transcritos de 

interesse (Tabela 4.2) desenhados com auxílio do programa Primer Express 2.0®
 (Applied 

Biosystems®), sendo a detecção realizada por fluorescência de Sybr Green e em triplicata 

técnica e experimental.  

Para a reação de PCR em tempo real foram adicionados em cada poço de uma placa de 

96 poços 3 µL do cDNA, 3 µL do mix de primers (forward e reverse para os genes de interesse) 

para concentração final de 200 nM e 6 µL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems®, cat# 4309155), de forma que os mesmos respeitem pré-requisitos otimizados para 

qPCR conforme aconselhado pelo fabricante e previamente padronizado no laboratório. A 

quantificação relativa dos genes-alvo nas amostras foi determinada pelo método ΔΔCt 

utilizando como controle endógeno o gene humano de expressão constitutiva da β-actina. 
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Tabela 4.2 – Sequências dos pares de primers forward (Fw) e reverse (Rv) utilizados nas reações 

de PCR quantitativa em tempo real (qPCR). 
 

 
 

Gene alvo Primers 

ACTB ( b-actina) 
SeqFw: 5’-GGCACCCAGCACAATGAAG-3’ 
SeqRv: 5’-CCGATCCACACGGGAGTACTTG-3’ 

BMI1 SeqFw: 5’-CCCACCTGATGTGTGTGCT-3’ 
SeqRv: 5’-GGTCTCCAGGTAACGAACAATACA-3’ 

CD24 SeqFw: 5’-GACATGGGCAGAGCAATGGTGGC-3’ 
SeqRv: 5’-GAGTGAGACCACGAAGAGACTGGC-3’ 

CXCR4 
SeqFw: 5’-GGCCGACCTCCTCCTTTGT-3’ 
SeqRv: 5’-TTGCCACGGGCATCAACTG-3’ 

SOX2 SeqFw: 5’-CCCGGCGGAAAACCAA-3’ 
SeqRv: 5’-GCCGGGCAGCGTGTACT-3’ 

OCT4 SeqFw: 5’-TCGAGCAATTTGCCAAGCT-3’ 
SeqRv: 5’-GCCTCAAAGCGGCAGATG-3’ 

NANOG 
SeqFw: 5’-CCTCAGCCTCCAGCAGATG-3’ 
SeqRv: 5’-CAGTTGTTTTCTGCCACCTCTT-3’ 

ABCG2 
SeqFw: 5’-ACTTTGGGCTAAAAAATGATTCTACTG-3’ 
SeqRv: 5’-CACTGGTTGGTGGTCAGGAA-3’ 

ALDH SeqFw: 5’-GACAAAGTAGCCTTCACA-3’ 
SeqRv: 5’-TCCCGGCAGCTTCTTTGA-3’ 

KRAS SeqFw: 5’-CCCAGGTGCGGGAGAGA-3’ 
SeqRv: 5’-CAGCTCCAACTACCACAAGTTT-3’ 

IKBKB (IKKb) 
SeqFw: 5’-GCCCTTCCTCCCCAACTG-3’ 
SeqRv: 5’-TCTTCTGCCGCACTTTTGAA-3’ 

 

 

4.10. Western Blot 

5x105
 células A549 ou H358 foram plaqueadas em placas de 60mm em meio de cultura 

RPMI-1640 suplementado com 10% SFB. No dia seguinte, as células foram tratadas com 

DMSO (controle), Composto A, Neratinib, NVP-BEZ235 ou Trametinib por 30 minutos, 

lavadas com PBS, lisadas com 200 µL de tampão RIPA (1% IGEPAL, 1% SDS, 50 mM Tris 

pH = 7,5, 150 mM NaCl e 0,5% desoxicolato de sódio) suplementado com inibidores de 

proteases e fosfatases (1/100) e transferidas para tubos de 1,5 mL. As soluções foram sonicadas 

por 10 segundos e as proteínas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 

1976). 50 µg de proteínas foram diluídas em tampão de amostra 5x, incubadas por 10 min a 

90–100 ºC e submetidas a fracionamento vertical em gel de poliacrilamida-SDS 10% (SDS-
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PAGE). Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose. 

A membrana foi então corada com Ponceau para confirmar a transferência. Em seguida, a 

membrana foi bloqueada por 1 hora em solução contendo 5% de leite desnatado em TBS (50 

nM Tris-Cl, 150 nM NaCl, pH = 7,6) contendo 0,1% Tween (TBST). Anticorpos primários 

foram utilizados de acordo com a tabela abaixo (Tabela 4.3). Os anticorpos primários foram 

diluídos em solução 2,5% BSA em TBST contendo 0,05% de azida sódica e os anticorpos 

secundários foram diluídos a 1/7000 em solução 5% leite desnatado em TBST (Tabela 4.4). A 

membrana foi incubada com o anticorpo primário overnight, lavada por 10 min com TBST por 

três vezes, incubada com o anticorpo secundário por 1 hora, lavada com TBST e revelada por 

reação de quimioluminescência. A detecção das bandas marcadas foi realizada através do 

equipamento ChemiDocTM MP Imaging System (BioRad®). 

 
Tabela 4.3. Anticorpos primários utilizados nos experimentos de Western Blot.  

Anticorpo Primário Número do Catálogo (#) Fabricante Diluição Anticorpo Secundário 

Fosfo-ERBB2Tyr1248 06-229 Merck Millipore 1/500 Coelho 

ERBB2 OP15L Merck Millipore 1/500 Camundongo 

Fosfo-EGFRTyr1069 09-310 Merck Millipore 1/500 Coelho 

EGFR 06-847 Merck Millipore 1/500 Coelho 

Fosfo-AktSer473 4060 Cell Signaling 1/1000 Coelho 

Akt 2920 Cell Signaling 1/2000 Camundongo 

Fosfo-ERK1/2Thr202/Tyr204 SC-7383 Santa Cruz 1/500 Camundongo 

ERK1/2 4695 Cell Signaling 1/1000 Coelho 

Fosfo-IkBaSer32 2859 Cell Signaling 1/1000 Coelho 

IkBa 4812 Cell Signaling 1/1000 Coelho 

b-Actina A5441 Sigma-Aldrich 1/7000 Camundongo 

 

Tabela 4.4. Anticorpos secundários utilizados nos experimentos de Western Blot.  

Anticorpo Secundário Número do Catálogo (#) Fabricante Diluição 

Coelho (HRP anti-rabbit) NA934 GE Healthcare 1/7000 

Camundongo (HRP anti-mouse) NA931 GE Healthcare 1/7000 
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4.11. Citometria de fluxo 

Para citometria de fluxo foram utilizadas 5x105
 células A549 ou H358 oriundas de cultura 

aderente ou da cultura de tumoresferas. As células foram lavadas com PBS e incubadas com 

PBS contendo 1% de albumina bovina sérica por 30 minutos a 4 °C para bloquear ligações 

inespecíficas dos anticorpos utilizados. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos 

com anticorpos primários monoclonais marcados com tags fluorescentes PE (ficoeritrina) ou 

FITC (isotiocianato de fluoresceína). O anticorpo anti-CD24 é conjugado com FITC (mouse 

anti-human CD24, clone ML5, BD Biosciences, cat# 555426) e o anticorpo anti-CD44 é 

conjugado com PE (mouse anti-human CD44, clone G44-26, BD Biosciences cat# 562818). 

Após serem lavadas duas vezes com PBS, as amostras foram fixadas com paraformaldeído 4% 

e analisadas em um citômetro de fluxo BD FACScaliburTM (Becton- Dickinson, EUA). Foram 

analisados um total de 10.000 a 30.000 eventos por amostra. O gate foi estabelecido com base 

na amostra parental sem o anticorpo (“branco”), de forma que 100% dessas células estivessem 

fora do gate de marcação. Os dados coletados foram analisados pelo programa KALUZA. A 

quantidade ideal de anticorpo a ser utilizada foi determinada por titulação.  

 

4.12. Ensaio de proliferação e morte celular por imageamento ao vivo 

Para a realização dos ensaios de proliferação e morte celular foi utilizado o equipamento 

IncuCyte® Live-Cell Analysis System (Essen BioScience), uma incubadora de células com um 

microscópio acoplado contendo diferentes lentes objetivas, que captura e envia imagens para 

um disco rígido externo conectado à rede, reunindo e processando os dados das imagens. Com 

o uso deste dispositivo foi possível acompanhar, em tempo real, o andamento de ensaios 

funcionais, que foram registrados em tempos pré-determinados (a cada 2 horas, por exemplo). 

As imagens foram analisadas utilizando o software do sistema, IncuCyte® Zoom Software 

(Essen BioScience). 
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Para este ensaio de proliferação e morte celular foram realizadas triplicatas técnicas em 

placas de 96 poços. 3000 células da linhagem A549 e 9000 células da linhagem H358 (parentais 

ou oriundas da cultura de tumoresferas) foram plaqueadas por poço e incubadas overnight. Foi 

adicionada então a droga em sua respectiva concentração de interesse para Composto A, 

Neratinib e a combinação de ambos (ver legendas das figuras). Quando a combinação das 

drogas estava sendo avaliada, a condição controle foi tratada com 0,2% DMSO. Quando se 

investigava a contribuição individual de cada droga, a condição controle foi tratada com 0,1% 

DMSO. Junto com a droga ou DMSO, todos os poços foram tratados com IncuCyte® Sytox 

Green Reagent (1/1000) para contagem de células mortas. Este reagente marca o DNA nuclear 

de células que perderam a integridade da membrana plasmática. A confluência da placa foi 

avaliada em tempo real por cerca de 60 a 120 horas. Ao final do experimento, todos os poços 

foram tratados com Triton X-100 por 1 hora, para permeabilizar a membrana plasmática para 

que todas as células sejam marcadas com Sytox Green, permitindo, portanto, o cálculo da 

porcentagem de células mortas em relação às células totais.  

 

4.13. Ensaio de migração celular por wound-healing acompanhado por 

imageamento ao vivo 

Para a realização do ensaio de migração celular por wound-healing também foi utilizado 

o equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System (Essen BioScience) e placas de 96 poços 

especializadas (ImageLock Microplate, Essen BioScience, cat# 4379). 2,5x104 células da 

linhagem A549 e 7,5x104 células da linhagem H358 foram plaqueadas por poço e incubadas 

overnight. O risco foi feito em todos os poços da placa de 96 poços simultaneamente com o uso 

do equipamento IncuCyte® WoundMaker (Essen BioScience), segundo as instruções do 

fabricante. Os poços foram lavados com PBS duas vezes para remover debris celulares e células 

fracamente aderidas à placa. Foi adicionado a droga em sua respectiva concentração de 
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interesse para Composto A, Neratinib e a combinação de ambos (ver legendas das figuras). 

Quando a combinação das drogas estava sendo avaliada, a condição controle foi tratada com 

0,2% DMSO. Quando se investigava a contribuição individual de cada droga, a condição 

controle foi tratada com 0,1% DMSO. A confluência da ferida foi avaliada em tempo real por 

cerca de 72 a 96 horas. As imagens foram analisadas utilizando o software do sistema, 

IncuCyte® Zoom Software (Essen BioScience). 

 

4.14. Análise estatística 

Todos os resultados estão apresentados na forma de média ± desvio padrão ou através de 

imagens representativas de 3 experimentos independentes. A análise estatística foi realizada 

utilizando-se o programa Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As 

diferenças entre os grupos foram determinadas por testes de amostras pareadas, como t-student 

e análise da variância (ANOVA). Foram consideradas diferenças estatisticamente significativas 

aquelas que tiveram valor de p≤0,05.  
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5. RESULTADOS 

5.1. A cultura de tumoresferas enriquece para células com o fenótipo 

tronco-tumoral e com maior atividade da quinase IKKb 

Células iniciadoras de tumor (CITs) já foram isoladas e expandidas a partir de diversos 

tumores, incluindo pulmão (Eramo et al., 2008). Uma abordagem comumente utilizada que 

enriquece para CITs se baseia na cultura de células em placas de baixa aderência com meio de 

cultivo definido de células-tronco (Singh et al., 2004; Han et al., 2011; Eramo et al., 2008; 

Ponti et al., 2005). Com base nisto, nós submetemos as linhagens celulares de adenocarcinoma 

pulmonar humano A549 e H358, ambas portadoras de mutação em KRAS, a este cultivo para 

enriquecer para as CITs pulmonares presentes nestas linhagens. Nesta cultura, a células crescem 

suspensas e formam estruturas denominadas tumoresferas (Figura 5.1A). Quando dissociadas 

e re-plaqueadas na cultura aderente, estas células se “re-diferenciam” e adquirem morfologia 

comparável às células parentais crescidas em cultura aderente (Figura 5.1A), como já 

evidenciado por outros grupos (Ali et al., 2016). 

Uma vez que estas células crescem suspensas, é inevitável que agregados celulares (ou 

agregados de tumoresferas) se formem. Para minimizar esta decorrência da técnica, as células 

são plaqueadas em baixa confluência e evita-se movimentar as placas durante todo o tempo de 

cultura. Portanto, a fim de demonstrar que as tumoresferas não são meros agregados celulares, 

nós utilizamos a linhagem H358 para demonstrar que uma única célula é capaz de originar uma 

tumoresfera (Figura 5.1B), o que está de acordo com outros trabalhos que mostram que apenas 

CITs são capazes disto (Cao et al., 2011). 
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Com o objetivo de comprovar que a nossa cultura de tumoresferas enrique para células 

com o fenótipo tronco-tumoral, nós comparamos a expressão de marcadores de CITs em células 

oriundas da cultura de tumoresferas com as células parentais da cultura aderente por qPCR 

(Figura 5.2). A expressão destes genes associados ao fenótipo tronco (stemness) é uma 

característica marcante de CITs e, portanto, sua maior expressão em células oriundas da cultura 

de tumoresferas sugere que esta abordagem está, de fato, enriquecendo para CITs pulmonares. 

H358 A549 

Aderente 

Tumoresfera 

Tumoresferas 
re-plaqueadas 

H358 

Dia 5 Dia 0 

A 

B 

Dia 15 

Figura 5.1. Formação de tumoresferas a partir de células de adenocarcinoma pulmonar humano. 
(A) Células de adenocarcinoma pulmonar humano A549 e H358 formam tumoresferas quando 
plaqueadas na cultura de baixa aderência e se “re-diferenciam” quando retornadas à cultura aderente, 
onde adquirem morfologia similar a das células parentais. (B) Uma única célula da linhagem H358 foi 
plaqueada por poço em uma placa de 24 poços de baixa aderência e acompanhada durante 15 dias. Os 
poços com uma única célula foram marcados e fotografados aos dias 0, 5 e 15. 
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Para ambas as linhagens foi observado um aumento da expressão de SOX2, NANOG e OCT4, 

que são marcadores tradicionais de stemness, uma vez que regulam pluripotência e 

autorrenovação de células-tronco embrionárias (Hadjimichael et al., 2015). CXCR4, que é um 

marcador de células-tronco hematopoiéticas e está fortemente envolvido com propriedades 

metastáticas e de resistência à terapia (Chatterjee et al., 2014), ambas propriedades inerentes 

as CITs, foi encontrado significativamente mais expresso em células oriundas da cultura de 

tumoresferas quando comparado as células cultivadas de forma aderente. Ainda, BMI-1 foi 

encontrado altamente expresso nas tumoresferas derivadas da linhagem A549. Além de regular 

autorrenovação em células-tronco hematopoiéticas, BMI-1 já foi implicado em promover a 

transição epitelial-mesenquimal (Paranjape et al., 2014). Encontramos também uma maior 

expressão de CD24 em tumoresferas derivadas da linhagem A549. CD24, além de ser usado 

frequentemente como um marcador de CITs, está envolvido em adesão celular e metástase em 

câncer de pulmão (Lee et al., 2010). O aumento da expressão de E-Caderina na cultura não-

aderente comparado a cultura aderente nas linhagens A549 e H358 não era o que esperávamos. 

Entretanto, nós hipotetizamos que este resultado pode ser consequência do aumento da 

superfície de contato entre as células, uma vez que nas tumoresferas o contato célula-célula é 

maior do que em uma cultura bidimensional.  
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Figura 5.2. Células oriundas da cultura de tumoresferas apresentam maior expressão de genes 
marcadores de CITs. (A) Análise de expressão gênica por qPCR dos genes SOX2, NANOG, OCT4, 
BMI-1, CXCR4, E-Caderina e CD24 na linhagem A549 e (B) SOX2, NANOG, OCT4, CXCR4 e E-
Caderina na linhagem H358 comparando as culturas de tumoresferas e aderente. O gene ACTB (que 
codifica para b-Actina) foi utilizado como controle endógeno na normalização da expressão. Os 
asteriscos indicam *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 de acordo com o teste student-t. 
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Posteriormente, nós comparamos a habilidade clonogênica das células das linhagens 

A549 e H358 quando crescidas na cultura aderente e na cultura de tumoresferas. Células 

oriundas da cultura de tumoresferas apresentam maior crescimento celular clonogênico (Figura 

5.3). Uma vez que as CITs apresentam maior oncogenicidade que as células não-CITs, este 

resultado corrobora o nosso resultado de expressão, sugerindo novamente que a cultura de 

tumoresferas está realmente enriquecendo para CITs nestas linhagens pulmonares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

Finalmente, nós avaliamos a atividade da quinase IKKb em células derivadas de ambas 

as culturas através da fosforilação de IkBa por Western Blot, seu substrato mais bem 

caracterizado. Células oriundas da cultura de tumoresfera apresentam maior atividade de IKKb, 

uma vez que possuem maior quantidade de IkBa fosforilada (Figura 5.4). Este dado é 

consistente com o fato de que ativação da via canônica do NF-kB é responsável por diversas 
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Figura 5.3. Células oriundas da cultura de tumoresferas apresentam maior crescimento 
clonogênico. Após 14 dias na cultura de baixa aderência, as tumoresferas formadas foram 
dissociadas e (A) 500 células da linhagem A549 e (B) 5000 células da linhagem H358 foram 
plaqueadas para o ensaio de formação de colônias. O gráfico mostra a porcentagem da área da placa 
coberta por colônias. As imagens representativas do experimento se encontram abaixo do gráfico. 
Os asteriscos indicam *p<0,05 e **p<0,01, de acordo com o teste student-t. 
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propriedades biológicas das CITs, tais quais o fenótipo tronco, autorrenovação, maior expressão 

de citocinas e regulação de genes relacionados à transição epitelial-mesenquimal 

(Rinkenbaugh e Baldwin, 2016). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

5.2.  Inibição farmacológica ou por interferência de RNA de IKKb reduz a 

expressão de marcadores de CITs 

Como a expressão de genes de stemness é uma característica das CITs, e como a nossa 

hipótese é de que a quinase IKKb contribua para este fenótipo, nós resolvemos investigar se a 

inibição de IKKb afetaria a expressão dos mesmo genes de stemness, que se mostraram 

enriquecidos em células oriundas da cultura de tumoresferas (Figura 5.2), além de alguns 

outros, como ABCG2 e ALDH. ABCG2 é uma proteína de transporte da membrana celular 

dependente de ATP cuja função, entre outras, é frequentemente relacionada à resistência à 

terapia, uma vez que funciona como uma bomba de efluxo expulsando drogas do interior celular 

(Natarajan et al., 2012). Da mesma forma, ALDH é uma enzima responsável pela oxidação 

de aldeídos a ácidos carboxílicos e, portanto, está relacionada a processos de detoxificação 

celular que eventualmente resultam em resistência a drogas (Januchowski et al., 2013).  

AD 

A549 H358 

b-Actina 

IkBa 

Fosfo-IkBa 

AD TE TE 

Figura 5.4. A quinase IKKb está mais ativa em células oriundas da cultura de tumoresferas. Células 
oriundas da cultura aderente (AD) e da cultura de tumoresferas (TE) foram lisadas para extração de 
proteínas. 50 µg de proteínas totais foram utilizadas e avaliadas por Western Blot para a atividade de 
IKKb. Os anticorpos utilizados estão indicados ao lado direito.  
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De fato, a inibição farmacológica de IKKb reduz a expressão de vários genes relevantes 

para o contexto do fenótipo tronco-tumoral (Figura 5.5), sugerindo, mais uma vez, que IKKb 

desempenha um papel importante na manutenção das propriedades de stemness. 

A inibição da expressão de IKKb por interferência de RNA também parece reduzir a 

expressão de grande parte dos genes enriquecidos pelas células derivadas da cultura de 

tumoresferas (Figura 5.6). A expressão de NANOG parece não ser afetada, enquanto que a 

expressão de BMI-1, CXCR4 e ABCG2 aparenta representar uma tendência à diminuição 

quando a expressão de IKKb é inibida (Figura 5.6). De qualquer forma, estes dados devem ser 

repetidos, já que este é um único experimento e ainda não foi realizado para a linhagem H358. 

Interessantemente, a inibição da expressão de IKKb (downstream de KRAS) leva à diminuição 

da expressão de KRAS (Figura 5.6), cujo dado já foi comprovado por outros membros de nosso 

laboratório em experimentos de Western Blot.  
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Figura 5.5. Inibição farmacológica de IKKb  em células A549 e H358 reduz a expressão de genes 
marcadores de CITs. 1x105 células da linhagem (A) A549 e (B) H358 foram plaqueadas e tratadas com 
DMSO 0,1% (controle), Composto A 5 µM ou 10 µM por 48 horas. Após extração de RNA e síntese de 
cDNA, a expressão dos genes indicados foi analisada por qPCR. O gene ACTB (que codifica para b-Actina) 
foi utilizado como controle endógeno na normalização da expressão. Os asteriscos indicam *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 de acordo com o teste ANOVA. 
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5.3. Inibição da atividade de IKKb afeta seletivamente o crescimento 

clonogênico e a proliferação de células derivadas da cultura de 

tumoresferas 

Nós mostramos previamente que a quinase IKKb está mais ativa em células derivadas da 

cultura de tumoresferas do que em células derivadas da cultura aderente (Figura 5.4). Isto traz 

fortes indícios de que IKKb desempenha, portanto, um papel importante em CITs pulmonares. 
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Figura 5.6. Inibição de IKKb por interferência de RNA em células A549 reduz a expressão de genes 
marcadores de CITs. 1x105 células da linhagem A549 foram transfectadas com siControle ou siIKKb. 
Após 72h foi extraído o RNA. A expressão dos genes indicados foi analisada por qPCR. O gene ACTB 
(que codifica para b-Actina) foi utilizado como controle endógeno na normalização da expressão. 
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Embora diferentes grupos já tenham demonstrado o papel citoestático causado pela inibição 

tanto genética quanto farmacológica de IKKb (Bassères et al., 2014; Xia et al., 2012), nós 

avaliamos também como a inibição da atividade de IKKb afeta o crescimento clonogênico e a 

proliferação de células oriundas da cultura aderente e da cultura de tumoresferas. 

Interessantemente, o tratamento com Composto A em células da cultura aderente não 

parece afetar seu crescimento clonogênico. Embora o número de colônias permaneça o mesmo, 

o tamanho é visualmente menor, suportando a ideia de que a inibição de IKKb reduz a 

proliferação celular (Figura 5.7A-C). Por outro lado, o tratamento com Composto A no 

momento do plaqueameto da cultura de tumoresferas leva à redução da capacidade clonogênica 

destas células (Figura 5.7D-F). 

Posteriormente, nós realizamos ensaios de proliferação celular com as células oriundas 

da cultura aderente e da cultura de tumoresferas, ambas tratadas ou não com Composto A (5 ou 

10 µM). Percebe-se, através dos dois gráficos, que a proliferação de células derivadas da cultura 

de tumoresferas é muito mais afetada do que a proliferação celular de células derivadas da 

cultura aderente (Figura 5.8). Em conjunto, estes resultados sugerem que a inibição da atividade 

de IKKb é afeta as CITs preferencialmente. 
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Figura 5.7. Inibição da atividade de IKKb reduz o crescimento clonogênico de células oriundas da 
cultura de tumoresferas. 500 células A549 oriundas da cultura aderente e da cultura de tumoresferas 
foram plaqueadas para o ensaio de formação de colônias na condição controle (0,1% DMSO) ou tratada 
com 5 µM Composto A. Os gráficos mostram (A, D) o número de colônias e (B, E) a porcentagem da 
área da placa coberta por colônias oriundas da cultura aderente e (C, F) as imagens representativas do 
experimento. Os asteriscos indicam *p<0,05 e **p<0,01, de acordo com o teste student-t. 
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Figura 5.8. Inibição da atividade de IKKb diminui preferencialmente a proliferação de células 
oriundas da cultura de tumoresferas. 3000 células da linhagem A549 oriundas da cultura aderente ou 
da cultura de tumoresfera foram plaqueadas em triplicata para cada grupo de tratamento em uma placa 
de 96 poços e tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de Composto A (5 ou 10 
µM) na presença de Sytox Green. A proliferação celular foi avaliada por imageamento ao vivo através 
do equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System por 66 horas e representada nos gráficos pelos 
valores de confluência. 
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5.4. Inibição da atividade de IKKb e a inibição dual de EGFR/ERBB2 

reduz proliferação celular e formação de tumoresferas pelas linhagens 

A549 e H358 

A cultura de tumoresferas representa uma forma de avaliar a atividade de CITs in vitro, 

uma vez que o número de tumoresferas formadas é proporcional ao número de CITs presentes 

na população celular (Cao et al., 2011). Uma vez que a quinase IKKb está mais ativa em células 

pulmonares oriundas da cultura de tumoresferas, afeta a expressão de genes de stemness nestas 

células e sua inibição afeta preferencialmente a clonogenicidade e proliferação de células 

pulmonares oriundas de tumoresferas, nós resolvemos avaliar se a sua inibição de IKKb 

diminui a capacidade de células das linhagens A549 e H358 de formarem tumoresferas. Diz-se 

que um determinado tratamento reduz o número de CITs na população celular se menos 

tumoresferas são formadas. Isto é verdade se o tratamento não causa morte celular na população 

de células tumorais como um todo. Nos experimentos mostrados a seguir, nós utilizamos um 

inibidor altamente específico para quinase IKKb, denominado Composto A (Ziegelbauer et 

al., 2005), e um inibidor dual para EGFR e ERBB2, denominado Neratinib (Subramaniam et 

al., 2015) (Figura 5.9A), cuja base lógica para sua utilização é explicada adiante. Nós validamos 

o efeito destes inibidores por Western Blot através da avaliação da atividade de seus alvos. De 

fato, o tratamento de células da linhagem A549 e H358 com Composto A diminui a atividade 

da quinase IKKb, observada pela fosforilação de IkBa, e o tratamento com Neratinib diminui 

a atividade de EGFR e ERBB2, observada tanto pela fosforilação de EGFR e ERBB2 quanto 

pela ativação da via MEK/ERK, observada pela fosforilação de ERK1/2 (Figura 5.9B). 

Após isto, nós tratamos as células das linhagens A549 e H358 com diferentes 

concentrações de Composto A (1–10 µM) e avaliamos proliferação (Figura 5.10) e morte 

celular (Figura 5.11) conforme descrito no item 4.12. Uma vez que a inibição farmacológica de 
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IKKb não causa morte celular considerável, nós avaliamos se IKKb desempenha um papel na 

formação de tumoresferas. De fato, o tratamento com Composto A diminui o número de 

tumoresferas formadas nas linhagens A549 e H358 (Figura 5.12), sugerindo que IKKb 

desempenha um papel importante na biologia das CITs pulmonares com mutação em KRAS.  
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Figura 5.9. Validação da inibição farmacológica de IKKb por Composto A e de EGFR/ERBB2 por 
Neratinib. (A) Estrutura dos inibidores utilizados, Composto A e Neratinib. (B) 5x105 células da 
linhagem A549 e H358 foram plaqueadas em placas de 6 poços e tratadas com 0,1% DMSO (C), 5 µM 
de Composto A (CA) ou 500 nM de Neratinib (N) por 30 minutos e lisadas para extração de proteínas. 50 
µg de proteínas totais foram utilizadas e avaliadas por Western Blot para a atividade de IKKb e atividade 
de EGFR/ERBB2. Os anticorpos utilizados estão indicados ao lado direito.  
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Figura 5.10. Inibição farmacológica da quinase IKKb diminui a proliferação de células de 
adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. 3000 células da linhagem (A) A549 e (B) 
9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para cada grupo de tratamento em uma placa 
de 96 poços e tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de Composto A (1–10 µM) 
na presença de Sytox Green. A proliferação celular foi avaliada por imageamento ao vivo através do 
equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System por 66 horas e representada nos gráficos pelos valores de 
confluência.  

Figura 5.11. Inibição farmacológica da quinase IKKb causa pouca morte celular em células de 
adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. 3000 células da linhagem (A) A549 e 
(B) 9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para cada grupo de tratamento em uma 
placa de 96 poços e tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de Composto A (1–
10 µM) na presença de Sytox Green. Após o término do experimento de proliferação celular, as células 
foram tratadas com Triton X-100 e o número de células mortas em função do número total de células pode 
ser avaliado através do equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System. 
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Durante o desenvolvimento deste trabalho, nós resolvemos avaliar também a inibição de 

outros alvos como uma estratégia terapêutica para a redução de CITs pulmonares com mutação 

em KRAS. Embora o uso de inibidores seletivos para EGFR tenham falhado em testes clínicos 

para o tratamento de tumores induzidos por KRAS, um estudo recente mostrou que a inibição 

dual de EGFR e ERBB2 quase que completamente inibe a tumorigênese pulmonar induzida por 

KRASG12D (Björn et al., 2018). Paralelamente, um segundo estudo independente mostrou que 

o uso de um outro inibidor irreversível de proteínas da família ERBB tem o mesmo efeito no 
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Figura 5.12. Inibição farmacológica da quinase IKKb diminui a formação de tumoresferas por 
células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 1000 células da 
linhagem A549 e (B) H358 foram plaqueadas por poço em placas de 24 poços de baixa aderência e 
tratadas com DMSO 0,1% ou diferentes concentrações de Composto A. As células foram cultivadas 
por 14 dias e as tumoresferas maiores do que 50 µm foram contadas. Os asteriscos indicam *p<0,05 e 
***p<0,001 de acordo com o teste ANOVA. 
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contexto de tumores induzidos por KRASG12D sozinha e por KRASG12D com deleção de p53 

(Moll et al., 2018). 

Interessantemente, já foi demonstrado que ativação de EGFR está relacionada a 

fosforilação de IKKb e consequente ativação de NF-kB (Yang et al., 2012; Jiang et al., 2011). 

Ainda, o mecanismo pelo qual tumores pulmonares induzidos por EGFR adquirem resistência 

à terapia envolve a ativação de NF-kB pelo complexo IKK (Blakely et al., 2015), sugerindo 

que a inibição combinada de EGFR e IKKb possa ser clinicamente relevante para estes 

pacientes oncológicos. Finalmente, também foi demonstrado que a ativação de NF-kB pela via 

ERBB desempenha um papel importante na biologia de CITs mamárias, uma vez que a 

superexpressão de IkBa reduz a formação de tumoresferas mamárias com mutação em ERBB2 

e o diminui o potencial tumorigênico de CITs em camundongos imunodeficientes (Hinohara 

et al., 2012). Entretanto, o papel da via ERBB nunca foi investigado no contexto de CITs 

pulmonares induzidas por KRAS. 

Com base nisto, nós resolvemos avaliar como a inibição dual de EGFR e ERBB2 afeta a 

proliferação e morte celular em células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em 

KRAS.  O tratamento com Neratinib reduz a proliferação celular de ambas as linhagens celulares 

(Figura 5.13). Interessantemente, a linhagem H358 é muito mais sensível a este inibidor e, por 

isto, menores concentrações foram utilizadas (Figura 5.13). Nós supomos que esta 

vulnerabilidade se deve, entre outros motivos, ao fato da linhagem H358 ter mutação em KRAS 

em heterozigose. Ainda, é possível perceber que 100 e 10 nM de Neratinib para as linhagens 

A549 e H358, respectivamente, não aumenta a morte celular quando comparada ao controle 

(Figura 5.14). Posteriormente, nós utilizamos estas mesmas concentrações, uma vez que não 

causam morte celular muito maior do que a condição controle, para avaliar se afetam a formação 

de tumoresferas. De fato, inibição dual de EGFR/ERBB2 diminui a formação de tumoresferas 

de linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar com mutação em KRAS (Figura 5.15). 



 

 
 

84 

Isto sugere que, de alguma forma, embora KRAS esteja mutada, alguns sinais upstream ainda 

podem ser importantes para a manutenção do fenótipo tronco-tumoral.   
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Figura 5.13. Inibição farmacológica de EGFR/ERBB2 diminui a proliferação celular de células de 
adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 3000 células da linhagem A549 e 
(B) 9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para cada grupo de tratamento em 
uma placa de 96 poços e tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de Neratinib 
A (100–1000 nM para A549 e 10–500 nM para H358) na presença de Sytox Green. A proliferação 
celular foi avaliada por imageamento ao vivo através do equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis 
System por 66 horas e representada nos gráficos pelos valores de confluência.  
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Figura 5.14. Inibição farmacológica de EGFR/ERBB2 causa pouca morte celular em células de 
adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. 3000 células da linhagem (A) A549 
e (B) 9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para cada grupo de tratamento em 
uma placa de 96 poços e tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de Neratinib 
A (100–1000 nM para A549 e 10–250 nM para H358) na presença de Sytox Green. Após o término do 
experimento de proliferação celular, as células foram tratadas com Triton X-100 e o número de células 
mortas em função do número total de células pode ser avaliado através do equipamento IncuCyte® Live-
Cell Analysis System.  
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Figura 5.15. Inibição farmacológica de EGFR/ERBB2 diminui a formação de tumoresferas por 
células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 1000 células da 
linhagem A549 e (B) H358 foram plaqueadas por poço em placas de 24 poços de baixa aderência e 
tratadas com DMSO 0,1% ou diferentes concentrações de Neratinib. As células foram cultivadas por 
14 dias e as tumoresferas maiores do que 50 µm foram contadas. Os asteriscos indicam *p<0,05 e 
**p<0,01 de acordo com o teste ANOVA. 
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Uma vez que avaliamos os efeitos individuais da inibição da atividade de IKKb e 

EGFR/ERBB2, nós resolvemos investigar os efeitos da inibição combinada destes alvos na 

proliferação, morte celular e formação de tumoresferas. Os resultados obtidos sugerem que 

Composto A e Neratinib possuem efeito aditivo na proliferação celular das linhagens A549 e 

H358 (Figura 5.16). Quanto à morte celular, nas linhagens A549 é possível observar um efeito 

sinérgico em concentrações relativamente altas, por exemplo em 5 µM de Composto A 

combinado com 1 µM de Neratinib e 10 µM de Composto A combinado com 1 µM de Neratinib 

(Figura 5.17). Curiosamente, para a linhagem H358 não foi observado nenhum efeito 

consistente, ou seja, nem aditivo e nem sinérgico (Figura 5.17). Nenhum destes compostos, 

sozinhos ou combinados, parece causar morte celular expressiva na linhagem H358. 
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Figura 5.16. Inibição combinada de IKKb e EGFR/ERBB2 possui efeito aditivo na proliferação 
celular de células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 3000 células 
da linhagem A549 e (B) 9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para cada grupo 
de tratamento em uma placa de 96 poços e tratadas com DMSO 0,2% (controle) ou Composto A (5 µM) 
e/ou Neratinib A (100 ou 10 nM para A549 e H358, respectivamente) na presença de Sytox Green. A 
proliferação celular foi avaliada por imageamento ao vivo através do equipamento IncuCyte® Live-Cell 
Analysis System por 66 horas e representada nos gráficos pelos valores de confluência. 
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Figura 5.17. Inibição combinada da atividade de IKKb e de EGFR/ERBB2 tem efeito na morte 
celular em células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 3000 
células da linhagem A549 e (B) 9000 células da linhagem H358 foram plaqueadas em triplicata para 
cada grupo de tratamento em uma placa de 96 poços e tratadas com DMSO 0,2% (controle) ou diferentes 
concentrações de Composto A e Neratinib A conforme indicado na figura na presença de Sytox Green. 
Após o término do experimento de proliferação celular, as células foram tratadas com Triton X-100 e o 
número de células mortas em função do número total de células pode ser avaliado através do 
equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System. 
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Após os ensaios de proliferação e morte celular utilizando a combinação de drogas 

(Composto A e Neratinib), nós avaliamos qual o efeito destes inibidores na formação de 

tumoresferas. Nossos resultados sugerem que há um efeito aditivo, sendo que para a linhagem 

H358 a combinação de 5 µM Composto A e 100 nM Neratinib completamente inibe a formação 

de tumoresferas (Figura 5.18).  
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Figura 5.18. Inibição combinada da atividade de IKKb e de EGFR/ERBB2 diminui a formação de 
tumoresferas por células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. (A) 1000 
células da linhagem A549 e (B) H358 foram plaqueadas por poço em placas de 24 poços de baixa aderência 
e tratadas com DMSO 0,2% ou diferentes concentrações de Composto A e Neratinib. As células foram 
cultivadas por 14 dias e as tumoresferas maiores do que 50 µm foram contadas. Os asteriscos indicam 
***p<0,001 e ****p<0,0001 de acordo com o teste ANOVA. 
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5.5. Inibição da expressão de IKKb por interferência de RNA reduz a 

formação de tumoresferas e autorrenovação 

Para validar os resultados com a inibição farmacológica e o efeito on-target de Composto 

A nós utilizamos uma abordagem de inibição da expressão de IKKb por interferência de RNA. 

Como controle foi utilizado um siRNA sem similaridade com genes humanos conhecidos, 

enquanto que a inibição da expressão de KRAS foi utilizada como controle positivo. Nós 

validamos a eficiência da inibição através de PCR em tempo real, onde obtivemos cerca de 60% 

de inibição da expressão de KRAS e 70% de inibição de IKKb (Figura 5.19A). 

Desta forma, nós seguimos para os ensaios de formação de tumoresferas e 

autorrenovação. Nós observamos que a inibição da expressão de IKKb por interferência de 

RNA reduz a capacidade de células A549 de formarem tumoresferas primárias (Figura 5.19B). 

Esta redução foi semelhante à redução observada com inibição da expressão de KRAS (Figura 

5.19). Não obstante, para avaliar o papel de IKKb sobre a capacidade de autorrenovação de 

CITs, nós investigamos como a inibição de IKKb por interferência de RNA afeta a formação 

de tumoresferas em passagens seriadas, ou seja, a formação de tumoresferas secundárias e 

terciárias. Inesperadamente, nós observamos uma redução no número de tumoresferas 

primárias para o número de tumoresferas secundárias em células transfectadas com siRNA 

controle. Além disso, também não esperávamos que células transfectadas com siKRAS ou 

siIKKb formassem mais tumoresferas secundárias do que tumoresferas primárias. Entretanto, 

antes de tirarmos conclusões definitivas, vale lembrar que este experimento foi feito apenas 

uma vez e deve ser repetido. De qualquer forma, em linhas gerais, é possível perceber que o 

efeito da inibição da expressão de IKKb afeta a biologia destas células, onde mesmo após quase 

50 dias de experimento em células transfectadas com siKRAS ou siIKKb é possível perceber 

que pouquíssimas tumoresferas se formam. Para avaliarmos estatisticamente a redução do 
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número de tumoresferas para cada passagem seriada fizemos também um gráfico mostrando a 

redução do número de tumoresferas formadas para cada condição com base na porcentagem do 

seu respectivo controle. (Figura 5.19C). Desta forma, quando comparamos a redução do 

número de tumoresferas primárias e a redução do número de tumoresferas terciárias, podemos 

perceber que células transfectadas com siKRAS e siIKKb apresentam, em ambos os casos, uma 

diminuição de cerca de 70% na capacidade de formar tumoresferas, sugerindo que, de fato, 

inibição de IKKb afeta a capacidade de autorrenovação de CITs pulmonares com mutação em 

KRAS (Figura 5.19C). É importante lembrar que a transfecção com siRNAs é feita apenas uma 

vez antes do plaqueamento da cultura primária e que para cada passagem seriada o mesmo 

número de células é plaqueado para cada condição experimental. 
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Figura 5.19. Inibição genética de IKKb e KRAS por interferência de RNA em células da linhagem 
A549 diminui a formação e autorrenovação de tumoresferas. (A) Validação da inibição da expressão 
de KRAS e IKKb por siRNA através de qPCR. O gene ACTB (que codifica para b-Actina) foi utilizado 
como controle endógeno na normalização da expressão. Os asteriscos indicam **p<0,01 e 
****p<0,0001 de acordo com o teste student-t. (B) 72h após a transfecção, 1000 células da linhagem 
A549 foram plaqueadas por poço em placas de 6 poços de baixa aderência e cultivadas por 14 dias 
(tumoresferas primárias). As tumoresferas formadas foram contadas, dissociadas e cultivadas por mais 
14 dias (tumoresferas secundárias) e da mesma forma para tumoresferas terciárias. Os asteriscos indicam 
*p<0,05 e **p<0,01 de acordo com o teste ANOVA. A comparação estatística foi realizada sempre entre 
o mesmo grupo (por exemplo, siKRAS e siIKKb de tumoresferas primárias são comparados com 
siControle de tumoresferas primárias). (C) Imagens representativas do experimento.  
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Embora não tenhamos conseguido reproduzir o ensaio de autorrenovação na linhagem 

H358 devido ao baixo número de tumoresferas formadas, o que impossibilitou plaquear o 

mesmo número de células para formação de tumoresferas secundárias, foi possível observar 

que a inibição da expressão de KRAS e IKKb também leva a uma redução significativa na 

formação de tumoresferas primárias (Figura 5.20).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5.6. Identificação de marcadores para purificação de CITs nas linhagens 

A549 e H358 

A validação de marcadores de superfície que permitem o enriquecimento de CITs através 

de uma população de células tumorais heterogêneas é uma abordagem frequentemente utilizada 
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Figura 5.20. Inibição genética de IKKb e KRAS por interferência de RNA em células da linhagem 
H358 diminui a formação de tumoresferas. (A) 72h após a transfecção, 1000 células da linhagem 
H358 foram plaqueadas por poço em placas de 6 poços de baixa aderência e cultivadas por 14 dias 
(tumoresferas primárias). As tumoresferas formadas foram contadas e o gráfico representado. Os 
asteriscos indicam *p<0,05 de acordo com o teste ANOVA. (B) Imagens representativas do experimento.  
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para ensaios biológicos e funcionais que atuem na caracterização do fenótipo tronco-tumoral 

(Visvalder et al., 2012). Apesar de termos demonstrado ao longo deste trabalho que a cultura 

de tumoresferas é, de fato, uma abordagem in vitro satisfatória para o enriquecimento de CITs 

pulmonares (Figuras 5.1–5.3), a purificação de CITs por FACS tornaria este um processo mais 

rápido e mais eficiente, uma vez que o enriquecimento por marcadores tende a resultar em um 

maior enriquecimento da população de CITs.  Isto, entretanto, depende da identificação de um 

marcador de superfície (ou uma combinação de marcadores) que permitam o isolamento desta 

subpopulação de células. Infelizmente, os marcadores de superfície que se encontram 

enriquecidos em CITs pulmonares ainda são bastante controversos (Alamgeer et al., 2013). 

Com base nisto, nós resolvemos testar alguns marcadores que já foram descritos na literatura 

como sendo promissores para o enriquecimento de CITs pulmonares, como CD24 (Li et al., 

2017) e CD44 (Leung et al., 2010)  

Interessantemente, nossos resultados sugerem que para a linhagem A549 a dupla 

marcação CD24/CD44 se mostra enriquecida quando células da cultura aderente são 

comparadas com células oriundas da cultura de tumoresferas (Figura 5.22A). De acordo com 

os nossos resultados, o enriquecimento é de 15,66% para 65,87%. Ainda, quando as 

tumoresferas crescem na presença de Composto A, a marcação por CD24 é reduzida (Figura 

5.21A). Ainda, este resultado é complementado pela Figura 5.2, onde mostramos que células 

A549 derivadas da cultura de tumoresferas expressam maior quantidade de RNAm que codifica 

para CD24 do que células da cultura aderente. Em conjunto, estes resultados sugerem que CD24 

é um marcador promissor para CITs na linhagem A549. 

Por outro lado, para a linhagem H358 nós encontramos que CD44 se mostra enriquecido 

em células oriundas da cultura de tumoresfera (Figura 5.21B). Entretanto, este resultado deve 

ser repetido com um maior número de eventos para se obter um maior grau de confiança nos 
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dados e não foi realizado ainda devido ao baixo número de células que são recuperadas após a 

cultura de tumoresferas com esta linhagem.  
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Figura 5.21. Células A549 oriundas da cultura de tumoresferas apresentam enriquecimento de 
células positivas para o marcador CD24 e células H358 oriundas da cultura de tumoresferas 
apresentam enriquecimento de células positivas para o marcador CD44. (A) Células A549 oriundas 
da cultura aderente ou da cultura de tumoresferas (com ou sem Composto A) foram avaliadas para os 
marcadores CD24 e CD44 por citometria de fluxo. (B) Células H358 oriundas da cultura aderente ou da 
cultura de tumoresferas foram avaliadas para os marcadores CD24 e CD44 por citometria de fluxo. Os 
eixos representam o número de eventos registrados em função do nível de fluorescência para CD24 ou 
CD44 usando uma escala logarítmica. O limiar para detecção de células positivas foi determinado 
arbitrariamente utilizando células A549 e H358 não marcadas como referência negativa. A porcentagem 
de células positivas para cada marcador de superfície está indicada.  



 

 
 

96 

5.7. Inibição da atividade de IKKb e EGFR/ERBB2 reduz a migração 

celular de células de adenocarcinoma pulmonar com mutação em KRAS 

Uma das propriedades mais importantes na oncogênese é a aquisição de capacidade 

metastática tumoral. Vários estudos já têm demonstrado que a aquisição de propriedades 

migratórias e invasivas estão estritamente relacionadas à aquisição de um fenótipo tronco-

tumoral (Shiozawa et al., 2013). Até este momento, todos os nossos resultados apoiam a nossa 

hipótese de que IKKb desempenha um papel importante na biologia de CITs pulmonares 

induzidas por KRAS. Portanto, seria lógico propor que a IKKb possa estar envolvida na 

aquisição de capacidade metastática. Além disso, a IKKb é um ponto central na ativação da via 

canônica do NF-kB, que por sua vez está envolvida na capacidade de promover metástase em 

diferentes modelos tumorais. Desta forma, como células tumorais metastáticas apresentam 

capacidade migratória aumentada, nós resolvemos avaliar, por ensaios de wound-healing, como 

a inibição farmacológica da quinase IKKb afeta a migração de células A549 e H358. De acordo 

com a nossa hipótese, o tratamento com Composto A na linhagem A549 inibe a migração 

celular de forma dose-dependente na linhagem A549 (Figura 5.22A, C). Para as células H358, 

a redução da migração é mais evidente em altas concentrações de Composto A (como em 10 

µM) (Figura 5.22B). 
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Figura 5.22. Inibição da atividade de IKKb reduz a migração de células A549 e H358 por 
experimento de wound-healing. (A) 5,0x104 células da linhagem A549 e (B) 7,5x104 células da linhagem 
H358 foram plaqueadas em placas de 96 poços. A ferida foi feita com o equipamento IncuCyte® 
WoundMaker e as células foram tratadas com DMSO 0,1% (controle) ou diferentes concentrações de 
Composto A (1–10 µM). A migração celular foi avaliada por imageamento ao vivo através do equipamento 
IncuCyte® Live-Cell Analysis System por cerca de 80 horas e representada nos gráficos pelos valores de 
densidade relativa na ferida. (C) Imagens representativas do experimento mostrado no painel A. 
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Posteriormente, nós resolvemos avaliar como a inibição combinada de IKKb e 

EGFR/ERBB2 afeta a migração das células A549 e H358. Assim como nos ensaios de 

proliferação celular, nossos resultados mostram que há um efeito combinado na redução da 

migração celular (Figura 5.23). Embora estas linhagens sejam portadoras de mutação em 

KRAS, inibição de sinais upstream (EGFR/ERBB2) ainda afetam processos dependentes da 

via de RAS e este efeito é potencializado com a inibição de um alvo downstream (IKKb). 
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Figura 5.23. Inibição combinada da atividade de IKKb e EGFR/ERBB2 reduz a migração de 
células A549 e H358 por experimento de wound-healing. (A) 5,0x104 células da linhagem A549 e 
(B) 7,5x104 células da linhagem H358 foram plaqueadas em placas de 96 poços. A ferida foi feita com 
o equipamento IncuCyte® WoundMaker e as células foram tratadas com DMSO 0,2% (controle) ou 
diferentes concentrações de Composto A (1–10 µM) com Neratinib (10 ou 100 nM). A migração celular 
foi avaliada por imageamento ao vivo através do equipamento IncuCyte® Live-Cell Analysis System por 
cerca de 70-80 horas e representada nos gráficos pelos valores de densidade relativa na ferida.  
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5.8. Inibição das vias da MAPK e da PI3K não afeta a atividade da quinase 

IKKb em células pulmonares portadoras de mutação em KRAS 

Finalmente, nós nos propusemos a investigar qual o mecanismo molecular que regula a 

atividade da quinase IKKb em linhagens de adenocarcinoma pulmonar humano portadoras de 

mutação em KRAS. Alguns trabalhos sugerem que as vias RAF/MEK/ERK e PI3K/AKT 

convergem para a ativar o complexo IKK (Xia et al., 2014). Além disso, também há evidências 

de que o efetor de RAS, RAL-GDS, pode estar envolvido nesta ativação através da proteína 

TBK1 (Xia et al., 2014), responsável por ativar o NF-kB. Por fim, foi demonstrado em câncer 

de pâncreas que RAS ativa o complexo IKK através da estabilização do complexo TAB1/TAK 

por GSK3a (Bang et al., 2013). Com base nisto, nós utilizamos Trametinib, um inibidor de 

MEK, e NVP-BEZ235, um inibidor dual PI3K/mTOR para investigar se estas duas vias são 

capazes de regular a atividade de IKKb. Nós mostramos que Trametinib inibe, de fato, a 

fosforilação de ERK e que NVP-BEZ235 inibe a fosforilação de AKT (Figura 5.24). Entretanto, 

não observamos nenhuma mudança na fosforilação de IkBa, indicando que a atividade de 

IKKb não foi afetada pela inibição destas vias (Figura 5.24). Portanto, nossos resultados 

sugerem que em células A549 e H358 a atividade de IKKb independe das vias RAF/MEK/ERK 

e PI3K/AKT. 
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Figura 5.24. Atividade de IKKb independe das vias da MAPK e PI3K em células de 
adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS. 5x105 células da linhagem A549 e 
H358 foram plaqueadas em placas de 6 poços e tratadas com 0,1% DMSO (C), 500 nM de Trametinib 
(T) ou 100 nM de NVP-BEZ235 (B) por 30 minutos e lisadas para extração de proteínas. 50 µg de 
proteínas totais foram utilizadas e avaliadas por Western Blot para a atividade de IKKb. Os anticorpos 
utilizados estão indicados ao lado direito.  
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6. DISCUSSÃO 

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

ativam o oncogene KRAS. Pacientes oncológicos portadores de mutação em KRAS até hoje não 

foram beneficiados com terapias molecularmente dirigidas, uma vez que a inibição direta da 

atividade de KRAS tem se mostrado um enorme desafio e apresentado pouca eficácia 

terapêutica na clínica (Cox et al., 2014). Uma abordagem alternativa baseia-se na elucidação 

dos mecanismos moleculares induzidos por KRAS que contribuem para o fenótipo maligno a 

fim de se inibir KRAS indiretamente. Neste contexto, já foi demonstrado que KRAS ativa o 

NF-kB para promover a tumorigênese pulmonar e que esta ativação depende da quinase IKKb 

(Bassères et al., 2010). Adicionalmente, alguns grupos têm demonstrado que a inibição da 

quinase IKKb diminui a proliferação de células tumorais pulmonares, reduz o volume tumoral 

e previne a progressão do câncer de pulmão para graus histológicos mais avançados (Bassères 

et al., 2014; Xia et al., 2012). Entretanto, existem outras propriedades oncogênicas relevantes 

que limitam a melhora na sobrevida de pacientes com câncer de pulmão, como a aquisição de 

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

O modelo das células iniciadoras de tumor sugere uma organização celular hierárquica, 

na qual células tumorigênicas (CITs) são capazes de autorrenovação e de “se diferenciarem” 

em células não-tumorigênicas (não-CITs) (Visvalder et al., 2012). De fato, vários trabalhos em 

câncer de pulmão demonstram que CITs são responsáveis pela tumorigênese, invasão e 

metástase, resistência à terapia e recidiva tumoral (O’Flaherty et al., 2012; Alison et al., 2012; 

Levina et al., 2010; Liu et al., 2013; Barr et al., 2013). Desta forma, a identificação das 

diferenças funcionais e fenotípicas entre CITs e as demais células tumorais é capaz de trazer 

informações extremamente relevantes para o desenvolvimento de terapias mais eficazes. 

Embora se saiba que KRAS desempenha um papel importante na manutenção e expansão 

de um fenótipo tronco-tumoral (Mani et al., 2008; Kim et al., 2015; Kim et al., 2010; Jiang 



 

 
 

102 

et al., 2014; Ali et al., 2016), pouco se sabe sobre seu papel no contexto de CITs pulmonares. 

Sendo a IKKb um alvo de KRAS e uma vez que desempenha um papel importante na biologia 

de CITs mamárias e de próstata (Kendellen et al., 2013; Zhang et al., 2016), nós nos 

propusemos a investigar se esta é uma via que contribui para a manutenção de um fenótipo 

tronco-tumoral no epitélio pulmonar e se este mecanismo molecular pode ser abordado 

terapeuticamente visando a eliminação destas CITs. 

A hipótese central do nosso trabalho é de que a quinase IKKb contribui para o fenótipo 

tronco-tumoral induzido por KRAS em câncer de pulmão. Desta forma, nós nos propusemos a 

avaliar se a inibição de IKKb afeta a expressão de marcadores de CITs em células A549 e H358 

(Objetivo Específico 1). Para isto, nós tivemos que, inicialmente, validar que a nossa cultura de 

tumoresfera está, de fato, enriquecendo para CITs pulmonares.  

Uma abordagem comumente utilizada que tem sido promissora para o enriquecimento de 

CITs pulmonares em diferentes trabalhos se baseia na cultura de células em placas de baixa 

aderência com meio definido de células-tronco, denominada cultura de tumoresferas (Eramo 

et al., 2008; Ali et al., 2016). Assim como mostramos neste trabalho, diferentes grupos já 

evidenciaram que este ensaio in vitro enriquece para células com diferenças funcionais e 

fenotípicas que se alinham ao que conhecemos como CITs. Nós mostramos que células de 

adenocarcinoma pulmonar induzidas por KRAS derivadas da cultura de tumoresfera 

apresentam maior expressão de genes associados a um fenótipo tronco e possuem maior 

crescimento clonogênico quando comparadas as células derivadas da cultura aderente (Figuras 

5.2 e 5.3). Ali e colaboradores demonstraram que as células A549 e H358, as mesmas que 

utilizamos neste trabalho, formam tumoresferas enriquecidas para CITs também através da 

maior expressão de genes de stemness e maior crescimento clonogênico. Adicionalmente, eles 

elegantemente constatam que 100 células derivadas da cultura de tumoresferas são capazes de 

formar tumores em 5 de 5 animais, enquanto que 1 milhão de células derivadas da cultura 
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aderente formam tumores em apenas 3 de 5 animais (Ali et al., 2016). Este resultado, portanto, 

apoia as nossas observações de que a cultura de tumoresferas realmente enrique para células 

mais tumorigênicas.  

Uma vez que CITs possuem fenótipo tronco, um alvo anti-CITs deve, portanto, afetar 

negativamente a manutenção deste fenótipo através da redução da expressão de genes de 

stemness, da capacidade de autorrenovação e afetar a capacidade destas células de resistirem a 

drogas convencionais. Diminuir a expressão de genes de stemness leva a um fenótipo mais 

diferenciado e, desta forma, menos resistente e agressivo. De fato, um estudo elegante recente 

demonstrou que CITs de vários tumores primários apresentam baixa expressão da variante de 

histona H1.0 e que reconstituir a expressão de H1.0 nestas células inibe autorrenovação e leva 

a um fenótipo não-tronco, ou seja, mais “diferenciado” (Torres et al., 2016). Neste contexto, 

nós demonstramos que inibição da atividade da IKKb com Composto A leva à uma redução na 

expressão dos genes marcadores de CITs que se encontravam enriquecidos na cultura de 

tumoresfera (Figura 5.5). Este resultado é importante uma vez que a superexpressão de vários 

destes genes está relacionada a maior resistência à terapia e metástase, como é o caso de BMI-

1 e CXCR4 (Chatterjee et al., 2014; Paranjape et al., 2014). Adicionalmente, este resultado 

é consistente com a capacidade do NF-kB de regular a transcrição de genes que estão 

relacionados ao fenótipo tronco, como SOX2 e NANOG (Rinkenbaugh e Baldwin, 2016). 

Nosso experimento de inibição da expressão de IKKb na linhagem A549 (Figura 5.6) vai de 

acordo com as observações realizadas pela inibição farmacológica.  

Em nosso Objetivo Específico 2, nós nos propusemos a avaliar como a inibição da quinase 

IKKb afeta a formação de tumoresferas. O ensaio de formação de tumoresferas é um 

experimento in vitro capaz de avaliar a atividade de CITs, uma vez que o número de 

tumoresferas formadas é proporcional ao número de CITs na população celular (Cao et al., 

2011). Entretanto, para avaliarmos se determinado tratamento está, de fato, reduzindo a 
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população de CITs na cultura não podemos utilizar concentrações que causam grande morte 

celular, pois obviamente menos esferas seriam formadas em decorrência das células que estão 

morrendo, e não porque o tratamento realmente afeta/reduz o número de CITs. Com isto em 

mente, nós mostramos que o tratamento com Composto A praticamente não causa morte celular 

na linhagem A549 (cerca de 0,5% na maior concentração, 10 µM) e causa pouca morte celular 

na linhagem H358, onde cerca de 10% da população morre naturalmente em cultura (Figura 

5.11). A partir daí nós plaqueamos células para formação de tumoresferas na presença de 

Composto A e observamos que menos tumoresferas são formadas de forma dose-dependente 

(Figura 5.12). Este resultado sugere que a inibição da atividade de IKKb afeta o número de 

CITs em cultura. 

Novamente, fizemos uso da técnica de interferência de RNA para avaliarmos se a inibição 

da expressão de IKKb também afeta a formação de tumoresferas. Isto é verdade para ambas as 

linhagens e também quando inibimos a expressão de KRAS (Figuras 5.19 e 5.20). Nós também 

demonstramos que a inibição da expressão de KRAS e IKKb reduz a autorrenovação de 

tumoresferas geradas a partir das células A549 (Figura 5.19). Interessantemente, o knock-down 

de KRAS afetou a formação de tumoresferas e autorrenovação no mesmo grau que o knock-

down de IKKb, podendo isto sugerir que a ativação de IKKb por KRAS possa ser a via mais 

crítica para a manutenção do fenótipo tronco-tumoral destas CITs pulmonares. 

Interessantemente, um estudo recente demonstrou que a inibição da expressão de PKCi 

em células de adenocarcinoma pulmonar com mutação em KRAS diminui o crescimento de 

tumoresferas, a eficiência da expansão clonogênica e o potencial tumorigênico de células A549 

e H358 derivadas da cultura de tumoresferas (Ali et al., 2016). Adicionalmente, este grupo 

demonstra que 50 mil células derivadas da cultura de tumoresfera não são capazes de formar 

tumores em camundongos imunodecificientes quando a expressão de PKCi é inibida (Ali et al., 

2016). Este pode ser um resultado relevante para nós, uma vez que tem sido demonstrado que 
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PKCi é capaz de fosforilar IKKb através da ativação mediada por TNFa (Win e Acevedo-

Duncan, 2008). 

Durante o desenvolvimento deste trabalho, algumas evidências indicando que a 

tumorigênese induzida por KRAS depende da ativação por retroalimentação positiva de vias 

upstream à KRAS (Kruspig et al., 2018; Moll et al., 2018) nos motivaram a adicionar um 

outro objetivo específico, que envolveu investigar a contribuição de EGFR e ERBB2 para a 

formação de tumoresferas de células de adenocarcinoma pulmonar humano induzidas por 

KRAS. Adicionalmente, nos propusemos a investigar se a inibição combinada (de um regulator 

upstream e um efetor downstream de KRAS) possui maior efeito na formação de tumoresferas.  

O conceito de que mutações pontuais no oncogene KRAS levam à síntese de uma proteína 

que fica presa no estado ativo (ou ligado ao GTP) perdurou por muitos anos. Acreditava-se que 

por estar em um estado constitutivamente ativo, KRAS conferia independência de sinais 

upstream para ativação de vias de sinalização downstream. Entretanto, estudos recentes vêm 

redefinindo os mecanismos de ativação oncogênica das proteínas RAS. Dois estudos pré-

clínicos independentes mostraram que KRAS necessita da ativação de ligantes upstream para 

promover a tumorigênese pulmonar (Kruspig et al., 2018; Moll et al., 2018). Estes estudos 

mostraram que KRAS apresenta um mecanismo de retroalimentação através da regulação 

positiva da expressão de proteínas ligantes dos receptores tirosina-quinase ERBB, como 

epirregulina e anfirregulina (Kruspig et al., 2018; Moll et al., 2018). Desta forma, uma vez 

que a via upstream de KRAS tem se mostrado relevante na tumorigênese pulmonar, nós 

resolvemos avaliar se EGFR e ERBB2 também desempenham um papel relevante na biologia 

destas CITs pulmonares. 

Nos ensaios de proliferação celular nós percebemos que as células H358 são muito mais 

sensíveis ao tratamento com Neratinib e, por isto, nós utilizamos concentrações mais baixas do 

que as utilizadas para as células A549. Nós hipotetizamos que esta sensitividade pode ser 
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consequência do perfil genético desta linhagem: células H358 possuem mutação em KRAS em 

heterozigose, o que significa que uma cópia do cromossomo leva à síntese de KRAS selvagem, 

que por sua vez responde melhor aos seus sinais upstream (EGFR/ERBB2) do que KRAS 

mutada. Uma vez que células A549 possuem KRAS mutada em homozigose, estas células 

dependem menos dos sinais upstream a KRAS e, portanto, são mais resistentes a Neratinib. 

Adicionalmente, nós avaliamos se a inibição combinada de IKKb e EGFR/ERBB tem 

algum efeito na morte celular das linhagens A549 e H358. Para a maioria das concentrações 

utilizadas de Composto e Neratinib foi possível observar efeitos aditivos na morte celular da 

linhagem A549, sendo que em algumas concentrações mais elevadas a inibição combinada 

destes alvos resultou em efeito sinérgico, enquanto que para a linhagem H358 não foi observado 

efeito aditivo nem sinérgico (Figura 5.17). Mais uma vez, esta diferença pode estar relacionada 

ao perfil de mutações específicas para esta linhagem. É importante lembrar que alguns trabalhos 

vêm mostrando que variantes oncogênicas de KRAS possuem diferentes propriedades 

bioquímicas e tumorigênicas e que, portanto, podem causar perfis de respostas a inibidores 

totalmente diferentes (Prior et al., 2012; Hunter et al., 2015). Este é o caso aqui, uma vez que 

a mutação em KRAS encontrada em células A549 é KRASG12S e em H358 é KRASG12C. De 

qualquer forma, para ambas as linhagens o tratamento combinado de Composto A e Neratinib 

teve efeito aditivo na capacidade de formar tumoresferas, sugerindo que IKKb e EGFR/ERBB 

possam regular o fenótipo tronco-tumoral nestas células por vias de sinalização distintas. 

Diversos trabalhos mostram que as vias de sinalização reguladas pelas RTKs contribuem 

para a ativação do NF-kB para promoção de um fenótipo tronco-tumoral e de maior resistência 

à terapia (Yang et al., 2012; Jiang et al., 2011; Blakely et al., 2015; Hinohara et al., 2012). 

Interessantemente, quando um alvo upstream (EGFR/ERBB2) e um alvo downstream de KRAS 

(IKKb) são inibidos nós observamos um efeito aditivo na formação de tumoresferas (Figura 

5.18) e na migração celular (Figura 5.23). Desta forma, nós podemos considerar duas hipóteses: 
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1) é provável que EGFR/ERBB2 ative NF-kB de maneira independente de IKKb ou 2) que os 

efeitos observados são consequência de outros substratos de IKKb que são NF-kB-

independentes. Nossos resultados indicam que EGFR/ERBB2 não regulam a atividade da 

quinase IKKb em células de adenocarcinoma pulmonar humano com mutação em KRAS, uma 

vez que o tratamento com Neratinib não causou mudanças na fosforilação de IKKb  (Figura 

5.9). Entretanto, não podemos descartar a possibilidade de alguns dos efeitos observados serem 

consequência de outros alvos de IKKb.  

Finalmente, nós nos dedicamos a avaliar se a quinase IKKb desempenha um papel 

importante para manutenção do fenótipo tronco-tumoral das CITs pulmonares portadoras de 

mutação em KRAS (Objetivo Específico 3). 

De uma forma ou de outra, IKKb parece desempenhar um papel importante em CITs, 

uma vez que células derivadas da cultura de tumoresferas possuem maior atividade da IKKb 

(Figura 5.4). Entretanto, este não é um resultado surpreendente. Embora a IKKb possa fosforilar 

outros substratos (Xia et al., 2009; Sakamoto et al., 2013; Hu et al., 2004), é muito provável 

que boa parte da atividade de IKKb em CITs pulmonares deva estar relacionada à várias 

propriedades que o NF-kB desempenha na manutenção do fenótipo tronco. Rinkenbaugh e 

colaboradores demonstraram que células de glioblastoma CD133 positivas, um marcador de 

superfície bem caracterizado para CITs nestes tumores, possuem maior fosforilação de p65, 

que é um indício de maior atividade transcricional de NF-kB, bem como a fosforilação de IkBa 

(Rinkenbaugh et al., 2016).  

Para avaliar se inibição de IKKb é realmente uma estratégia anti-CITs nós comparamos 

o crescimento clonogênico de células aderentes tratadas com Composto A e de tumoresferas 

crescidas na presença de Composto A. De fato, o crescimento clonogênico de células derivadas 

da cultura de tumoresferas é muito menor do quando comparado à condição controle, enquanto 
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que células derivadas da cultura aderente possuem o mesmo grau de clonogenicidade (Figura 

5.7). Em células derivadas da cultura aderente, o tamanho das colônias foi menor (Figura 5.7), 

condizente com trabalhos que abordam o efeito anti-proliferativo da inibição de IKKb em 

células tumorais induzidas por KRAS (Bassères et al., 2014; Xia et al., 2012). Para 

complementar estes resultados, nós realizamos ensaios de proliferação celular por imageamento 

ao vivo e, de fato, a proliferação de células oriundas da cultura de tumoresfera são 

preferencialmente afetadas pela inibição de IKKb (Figura 5.8). Um resultado também obtido 

neste ensaio é de que células derivadas da cultura de tumoresferas possuem menor taxa de 

proliferação celular. Esta observação está de acordo com dados na literatura que mostram que 

CITs são menos proliferativas do que células não-CITs, e por isso são mais resistentes a 

quimioterápicos, que tem como alvo células de alta taxa de proliferação (Holohan et al., 2013; 

Advani et al., 2015; Lau et al., 2015; Liau et al., 2017).  

Nós também observamos que a inibição da expressão de IKKb por interferência de RNA 

diminui a capacidade de autorrenovação de células oriundas da cultura de tumoresferas na 

linhagem A549 (Figura 5.19). Uma vez que a capacidade de autorrenovação é uma 

característica marcante de CITs (Li et al., 2007; Visvader e Lindeman, 2012), este resultado 

sugere que IKKb possui a capacidade de regular esta propriedade. Embora saibamos que a 

inibição por siRNA é transiente, o efeito na capacidade de autorrenovação observado persistiu 

ao longo de quase cinquenta dias de experimento. Portanto, se inibição genética de IKKb é 

capaz de reduzir a autorrenovação de células derivadas da cultura de tumoresferas, nós 

concluímos que, de fato, IKKb desempenha um papel importante para manutenção do fenótipo 

tronco-tumoral das CITs pulmonares portadoras de mutação em KRAS. 

Desde o início deste trabalho tivemos como foco a identificação de um marcador de 

superfície que pudesse permitir a rápida purificação de células com o fenótipo tronco por 

citometria de fluxo. Entretanto, tais marcadores ainda são bastante controversos para tumores 
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pulmonares (Alamgeer et al., 2013) e muitas vezes nos deparamos com resultados conflitantes 

aos encontrados na literatura. Com o objetivo de validar um marcador dentro do nosso 

laboratório, nós mostramos que CD24 e CD44 estão enriquecidos em células derivadas da 

cultura de tumoresferas de células A549 e H358, respectivamente (Figura 5.22). A maior prova 

de que estas são, de fato, CITs deve vir através de ensaios de formação de tumoresferas e 

ensaios para avaliar a oncogenicidade destas células purificadas em camundongos 

imunodeficientes. Embora estes resultados sejam promissores, nosso laboratório recentemente 

começou a investigar também a possibilidade de utilizar o marcador CD90 (Thy-1) na 

purificação de CITs pulmonares. CD90 é uma glicoproteína expressa principalmente em 

leucócitos e está envolvida em interações célula-célula e célula-matriz (Rege e Hagood, 2006). 

Yan e colaboradores demonstraram que células A549 e H446 CD90+ apresentam maior 

crescimento clonogênico, expressam maiores quantidades de genes como OCT4 e SOX2 e são 

mais tumorigênicas quando comparadas às células A549 e H446 CD90– (Yan et al., 2013).  

Uma observação que tem sido bastante relacionada ao fenótipo tronco-tumoral é uma 

capacidade aumentada de migração celular por células derivadas da cultura de tumoresferas 

(Thomas et al., 2014; Ray et al. 2017). Embora ainda não tenhamos consigo obter estes dados 

para nossas células pulmonares, nós demonstramos que inibição da quinase IKKb diminui a 

migração de células A549 e H358 derivadas da cultura aderente por ensaios de wound-healing 

(Figura 5.23). Este resultado ainda se mostrou dose-dependente. Adicionalmente, nós 

combinamos a inibição da atividade de IKKb com inibição da atividade de EGFR/ERBB2 e 

percebemos que o efeito observado é aditivo (Figura 5.24). De fato, é interessante que embora 

KRAS esteja mutada nestas células, inibição de seus reguladores upstream inibam migração 

celular. 

Por fim, pouco é conhecido sobre os mecanismos moleculares que resultam na ativação 

de IKKb por KRAS. Duran e colaboradores demonstraram que esta ativação depende da 
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proteína adaptadora p62, que por sua vez induz ubiquitinação de TRAF6 (Duran et al., 2008). 

Enquanto alguns trabalhos sugerem que a via das MAPK atua na ativação do NF-kB através da 

IKKb (Mizumoto et al., 2011; Lin et al., 2012), outros apontam que as vias das MAPK e 

PI3K/Akt convergem para ativação do complexo IKK e, consequentemente, do NF-kB (Pak e 

Miyamoto, 2013). Adicionalmente, também foi evidenciado que RAS ativa o complexo IKK 

através de efetores da via RALGEFs (Chien et al., 2006; Henry et al., 2000; Harris et al., 

2006). Neste contexto, nós demonstramos que células de adenocarcinoma pulmonar humano 

com mutação em KRAS independe das vias da MAPK e/ou PI3K/Akt para a atividade de IKKb.  
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7. CONCLUSÕES 

 

Sumarizando todos os resultados obtidos neste trabalho, nós observamos que: 

 

a. A cultura de tumoresferas das linhagens A549 e H358 leva ao enriquecimento de uma 

população com fenótipo tronco-tumoral e com maior atividade da quinase IKKb; 

b. A inibição farmacológica de IKKb em células A549 e H358 reduz a expressão de genes 

marcadores de CITs; 

c. A inibição da expressão de IKKb por interferência de RNA em células A549 reduz a 

expressão de genes marcadores de CITs; 

d. A inibição farmacológica de EGFR/ERBB2 causa pouca morte celular, reduz a 

proliferação e diminui a formação de tumoresferas em células A549 e H358; 

e. Inibição farmacológica combinada de IKKb e de EGFR/ERBB2 tem efeito aditivo e 

sinérgico na morte celular de células A549 (dependendo da concentração dos 

inibidores) e tem efeito aditivo na proliferação e formação de tumoresferas em células 

A549 e H358; 

f. Inibição por interferência de RNA de IKKb reduz a autorrenovação de células A549; 

g. Inibição por interferência de RNA de IKKb reduz a formação de tumoresferas em 

células H358; 

h. O marcador CD24 enriquece para CITs em células A549 e o marcador CD44 enriquece 

para CITs em células H358; 

i. Inibição farmacológica de IKKb reduz a migração de células A549 e H358; 

j. Inibição farmacológica combinada de IKKb e EGFR/ERBB2 tem efeito aditivo na 

migração de células A549 e H358; 

k. As vias da MAPK e PI3K/Akt não contribuem para a atividade da quinase IKKb em 

células A549 e H358. 
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Abstract 1	
 2	
The ability of tumor cells to drive angiogenesis is an important cancer hallmark that 3	
positively correlates with metastatic potential and poor prognosis. Therefore, targeting 4	
angiogenesis is a rational therapeutic approach and dissecting proangiogenic pathways is 5	
important, particularly for malignancies driven by oncogenic KRAS, which are 6	
widespread and lack effective targeted therapies. Based on published studies showing that 7	
oncogenic RAS promotes angiogenesis by upregulating the proangiogenic NF-κB target 8	
genes IL-8 and VEGF, that NF-κB activation by KRAS requires the IKKβ kinase, and 9	
that targeting IKKβ reduces KRAS-induced lung tumor growth, we hypothesized that 10	
IKKβ inhibition would reduce KRAS-induced lung cancer angiogenesis. To test this 11	
hypothesis, we targeted IKKβ in KRAS-mutant lung cancer cell lines A549 and H358, 12	
both by siRNA-mediated transfection and by treatment with Compound A (CmpdA), a 13	
highly specific IKKβ inhibitor. Both pharmacological and siRNA-mediated IKKb 14	
targeting reduced expression and secretion of NF-κB-regulated proangiogenic factors IL-15	
8 and VEGF. Moreover, conditioned media from IKKβ-targeted lung cells reduced 16	
endothelial cell migration, invasion and tube formation in vitro. Furthermore, siRNA-17	
mediated IKKβ inhibition reduced xenograft tumor growth and vascularity in vivo. 18	
Finally, IKKβ inhibition also affects endothelial cell function in a cancer-independent 19	
manner, as IKKβ inhibition reduced pathological retinal angiogenesis in a mouse model 20	
of oxygen-induced retinopathy. Taken together, these results indicate that IKKβ promotes 21	
KRAS-induced angiogenesis by both cancer cell-intrinsic and cancer cell-independent 22	
mechanisms, which strongly suggests IKKβ inhibition as a promising antiangiogenic 23	
approach to be explored for KRAS-induced lung cancer therapy. 24	
	25	
Keywords 26	
 27	
Angiogenesis,	KRAS,	IKKb,	lung	cancer,	IL-8,	VEGF,	Compound	A 28	

29	
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Introduction 1	
 2	
Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide and KRAS-mutant 3	
lung cancers account for approximately 25% of non-small cell lung carcinomas (1 ,2). As 4	
with other KRAS-driven malignancies, KRAS-driven lung cancer lacks specific targeted 5	
therapies (3, 4). Most strategies currently being pursued to target KRAS involve 6	
inhibiting effectors that promote proliferation and survival, proteins that display synthetic 7	
lethality with mutant KRAS and proteins involved in mediating KRAS-induced 8	
metabolic changes (5, 6, 7). Interestingly, KRAS-targets involved in promoting tumor 9	
angiogenesis remain underexplored. This is surprising given the fact that the ability to 10	
drive angiogenesis is crucial, not only for primary tumor growth, but also for metastatic 11	
dissemination. Therefore, characterization of novel druggable targets involved in 12	
promoting KRAS-induced angiogenesis could lead to novel therapeutic alternatives for 13	
lung cancer, as well as other RAS-driven cancers. 14	
 15	
Oncogenic Ras not only initiates tumor formation by stimulating proliferation, but also 16	
ensures tumor progression by promoting tumor angiogenesis (8, 9). Different pathways 17	
downstream of oncogenic Ras have been implicated in promoting tumor angiogenesis 18	
ultimately by leading to transcriptional upregulation of vascular endothelial growth factor 19	
(VEGF) and CXC chemokine interleukin-8 (IL-8) (8, 10-13). Both VEGF and IL-8 have 20	
been shown to play an essential role in tumor angiogenesis mediated by Ras (10, 14, 15). 21	
VEGF inhibition by antisense technology in KRAS-mutated colon cancer cell lines 22	
blocks their ability to form xenograft tumors, whereas VEGF expression in 23	
nontumorigenic KRAS wildtype isogenic cell lines partially restores their tumorigenicity 24	
(14). In addition, when compared to HRAS-transformed wildtype murine embryonic 25	
fibroblasts (MEFs), HRAS-transformed VEGF null MEFS display impaired ability to 26	
grow as fibrosarcomas in vivo due to reduced vascular density and permeability (15). 27	
Finally, inhibition of oncogenic Ras expression or administration of an IL-8 neutralizing 28	
antibody in HRASV12 Hela cell xenografts inhibits tumor vascularization and attenuates 29	
tumor growth (10). Interestingly, both VEGF and IL-8 are targets of the transcription 30	
factor NF-κB (16), which, in turn, is activated by oncogenic KRAS in lung tumors in situ 31	
and is required for KRAS-induced lung tumorigenesis (17, 18).  32	
 33	
Canonical NF-κB activation under most circumstances is mediated by activation of the 34	
IkappaB kinase (IKK) complex, which is comprised of two catalytic subunits (IKKa and 35	
IKKb) and a regulatory subunit (IKKg). Once activated, the IKK complex phosphorylates 36	
the inhibitory protein IκBa (IκBa), which interacts with NF-κB and sequesters it in the 37	
cytoplasm. Upon phosphorylation by IKK, IκBa undergoes rapid ubiquitination and 38	
proteasome-mediated degradation, thereby releasing NF-κB to translocate to the nucleus 39	
where it regulates target gene transcription (16). Not surprisingly, NF-κB activation by 40	
oncogenic KRAS in the lung involves the IKK complex. In fact, Duran et al (19) showed 41	
that oncogenic KRAS activates the IKK complex through the signaling adaptor p62 and 42	
TRAF6. In addition, NF-κB activity in both murine and human KRAS-transformed lung 43	
cancer cells requires IKKβ kinase activity (18). 44	
 45	
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Based on this evidence, we hypothesized that targeting the IKKβ kinase, which is a 1	
druggable target in the KRAS-mediated NF-κB activation pathway, would limit lung 2	
tumor growth by inhibiting KRAS-induced angiogenesis. In support of this hypothesis, 3	
endothelial deletion of IKKβ during development leads to partial embryonic lethality due 4	
to impaired liver angiogenesis and formation of hypovascular placentae (20, 21). Adult 5	
mice with endothelial deletion of IKKβ display increased vascular permeability and 6	
decreased vascular migration capacity (21). Finally, we and others have shown that IKKβ 7	
targeting only minimally affects KRAS-mutant lung cell growth in vitro, nonetheless it 8	
significantly reduces KRAS-induced lung tumor growth in situ (22, 23). 9	
 10	
Here, we show that VEGF and IL-8 secretion by KRAS-positive lung cancer cells 11	
requires IKKβ. Moreover, conditioned media from IKKβ-targeted KRAS-mutant lung 12	
cells reduces endothelial cell migration, invasion and tube formation in vitro. 13	
Furthermore, siRNA-mediated IKKβ inhibition reduces KRAS-positive lung cancer 14	
xenograft tumor growth and vascular density in vivo. Finally, we determined that IKKβ 15	
inhibition can affect endothelial cell function in a cancer-independent manner as well, as 16	
systemic IKKβ inhibition therapy reduces pathological retinal angiogenesis in a mouse 17	
model of neonatal retinopathy. Taken together, these results suggest that IKKβ is an 18	
important mediator of KRAS-induced angiogenesis, and that IKKβ promotes 19	
angiogenesis both by cancer cell-dependent and -independent mechanisms. Therefore, 20	
IKKβ inhibition therapy may provide a clinical therapeutic benefit for lung cancer 21	
patients harboring KRAS mutations. 22	
 23	
Material and Methods 24	
 25	
Cell Culture 26	
 27	
Cell passages were kept to a minimum and no cells were passaged continuously for more 28	
than six months. Human non-small cell lung cancer cell lines harboring KRAS mutations 29	
A549 (KRASG12S; ATCC CCL-185) and H358 (KRASG12C; ATCC CRL-5807) were 30	
grown in RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific), supplemented with 10% (vol/vol) fetal 31	
bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich). Cells were treated with the IKKb inhibitor 32	
Compound A (CmpdA) (24) (Bayer) or vehicle control dimethyl sulfoxide (0.1% DMSO) 33	
as indicated (see figure legends). HUVEC Cells (Lonza Group) were cultured at 37°C, 34	
5% (v/v) CO2 in endothelial growth medium (EGM, Lonza Group) supplemented with 35	
epidermal growth factor (hEGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), R3-insulin-36	
like growth factor-1 (R3-IGF-1), ascorbic acid, hydrocortisone, human fibroblast growth 37	
factor b (hFGF-β), heparin, FBS, and gentamicin/amphotericin-B (GA). 38	
 39	
siRNA Transfections 40	
 41	
Cells were seeded in 6-well-plates at a density of 1 x 105 cells/well 12 hours before 42	
transfection and siRNA transfections were performed with 50 hM of either a non-43	
targeting siRNA control or siRNA smartpools targeting IKKβ or KRAS (Dharmacon) 44	
according to the manufacturer’s instructions. Cells were collected for RNA analysis 72 45	
hours after transfection and for protein analysis 96 hours after transfection.  46	
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 1	
RNA isolation and cDNA synthesis 2	
 3	
Total RNA was isolated using Trizol reagent (Thermo Fisher Scientific) following the 4	
manufacturer’s protocol. To synthesize cDNA, 1 µg RNA and Superscript III reverse 5	
transcriptase (Thermo Fisher Scientific) were used, followed by real-time PCR analysis 6	
performed in a 7300 Real-Time PCR System Step (Applied Biosystems) using SYBR® 7	
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) and 200 hM gene-specific forward or 8	
reverse primers designed using Primer Express 3 software (Applied Biosystems). The 9	
sequences used for each primer pair were as follows: IKKβ (F, 5’-10	
GCCCTTCCTCCCCAACTG-3’ and R, 5’-TCTTCTGCCGCATTTTGAA-3’), KRAS 11	
(F, 5’-CCCAGGTGCGGGAGAGA-3’ and R, 5’-CAGCTCCAACTACCACAAGTTT-12	
3’), GAPDH (F, 5’-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3’ and R, 5’-13	
ACCGAGCCATTTCATTTCTG-3‘), IL-8 (F, 5’-CTGGACCCCAAGGAAAACTG-3’ 14	
and R, 5’-TGTGCCATCAACCTTACCAATAA-3’); and VEGF (F, 5’-15	
AGTGGTGAAGTTCATGGATGT-3’ and R, 5’-GCACACAGGATGGTTGAAGA-3)’. 16	
Relative quantitation was performed by the ΔΔCt method using GAPDH as endogenous 17	
control.  18	
 19	
Western Blotting 20	
 21	
Whole cell lysates were prepared using RIPA buffer (20 mM Tris–HCl pH 7.5, 150 mM 22	
NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40) containing protease and phosphatase 23	
inhibitors (1 µg/mL leupeptin, 1% sodium deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 24	
1 mM β-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4). Lysates (25 µg protein/lane) were 25	
electrophoresed in 12 to 15% polyacrylamide minigels, using Mini-PROTEAN® vertical 26	
electrophoresis cell (Bio-Rad). Electrophoresis was conducted with running buffer 27	
containing 25 mM Tris, 190 mM glycine, and 0.1% SDS, at 120 V for 60-90 minutes. 28	
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad), with Towbin buffer (25 29	
mM Tris, 192 mM glycine, 20% methanol) at 30 V for 16 hours. Membranes were 30	
blocked with 5% BSA in TBST (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) 31	
for 1 hour. Finally, membranes were incubated with primary antibodies, followed by 32	
incubation with fluorescently labelled secondary antibodies. Fluorescence detection was 33	
performed using ODYSSEY (Li-Cor Biosciences). The following primary antibodies 34	
were used: anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology), anti-β-actin (Sigma-Aldrich), anti-35	
PanRAS (Merck Millipore), anti-IKKb (Cell Signaling Technology), anti-phospho-36	
IkBaSer32 (Cell Signaling Technology) and anti-IkBa (Cell Signaling Technology). 37	
Primary antibodies were used at a dilution of 1:1000 in TBST, containing 5% BSA and 38	
0.1% NaN3, and incubated for 16 hours at 4°C, with the exception of the anti-β-actin 39	
antibody, that was used at a 1:7000 dilution. The following secondary antibodies were 40	
used: anti-rabbit Alexa Fluor® 680 (Thermo Fisher Scientific) and anti-mouse Alexa 41	
Fluor® 680 (Thermo Fisher Scientific). All secondary antibodies were used at a dilution 42	
of 1:15000 in TBST and incubated for 1 hour at room temperature. Protein bands of 43	
interest were quantitated by densitometry using ImageJ software, expressed relative to the 44	
endogenous control (β-actin or GAPDH) and normalized to the reference sample as 45	
indicated in the figure legends. 46	
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 1	
ELISA Assay 2	
 3	
A549 or H358 cells were transfected with siRNAs as previously described and at 96 4	
hours post-transfection, the culture medium was replaced with serum-free medium for 24 5	
hours and the culture medium was collected and stored at -80°C until analysis. IL-8 and 6	
VEGF protein levels in the culture medium were measured by ELISA assay using 7	
commercially available CytoSet Human IL-8/CXCL8 Quantikine kit and CytoSet Human 8	
VEGF Quantikine kit (R&D Systems), respectively, as described by the manufacturer. 9	
 10	
Migration and Invasion Assays 11	
 12	
Migration assays were performed using 24-well transwell inserts with 8 µm pore 13	
membrane filters (Corning) and invasion assays were performed using matrigel-coated 14	
24-well transwell inserts with 8 µm pore membrane filters (Corning). For both assays, 15	
conditioned medium from A549 cells transfected with a non-targeting control siRNA 16	
(siCtrl) or with siRNA smartpools targeting KRAS (siKRAS) or IKKβ (siIKKβ) was 17	
collected at 96 hours post-transfection and 500 µl were added to the lower chamber to be 18	
used as chemoattractant. 1 x 105 HUVEC cells were resuspended in 500 µl serum-free 19	
medium, added to the upper chamber and incubated for 24 hours at 37°C in 5% CO2. 20	
Nonmigrating cells were scraped off the upper surface of the membrane with a cotton 21	
swab, and migrating cells on the bottom surface were stained with crystal violet. Images 22	
were obtained under an IX51 Inverted Microscope (Olympus). Cells from five random 23	
fields of view from three independent experiments were counted. 24	
 25	
Tube Formation Assay 26	
 27	
Formation of capillary-like structures (tubes) was assessed in a matrigel-coated 24-well 28	
plate. Briefly, 250 µl/well of reduced growth factor matrigel (BD Biosciences) were 29	
transferred to a 24-well plate on ice and allowed to gellify at 37° C for 30 minutes. A549 30	
cells were transfected as described above with a non-targeting control siRNA (siCtrl) or 31	
with a siRNA smartpool targeting IKKβ (siIKKβ) and conditioned medium was collected 32	
at 96 hours post-transfection. HUVECs were resuspended in conditioned medium as 33	
indicated above and were seeded at a density of 1 x 105 cells per well in a final volume of 34	
300 µL and incubated at 37°C for 6 hours. Capillary-like tube formation was observed, 35	
and images were obtained under an IX51 Inverted Microscope (Olympus). Numbers of 36	
closed capillary tubes were counted in five visual fields per condition from three 37	
independent experiments. 38	
 39	
Tumor growth assay 40	
 41	
siRNA-transfected A549 cells (1 x 106) were resuspended in 100 µl RPMI medium and 42	
subcutaneously inoculated into each flank of 6-week-old, male Balb/C nude mice in 43	
pathogen-free conditions at the University of São Paulo Chemistry Institute Animal 44	
Facility. Mice were monitored every 3 days for the appearance of tumors, and tumor 45	
volumes were determined by direct diameter measurement with a caliper. Animals were 46	
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sacrificed by CO2 euthanasia 55 days after inoculation, and tumor weight was 1	
determined. Tumor volumes were calculated using the following equation: width2 x 2	
length x 0.5.  3	
 4	
Immunofluorescence 5	
 6	
Xenograft tumors were dissected, incubated for 1 hour with 4% paraformaldehyde and 7	
allowed to soak in 30% sucrose overnight. Tumors were then embedded in OCT 8	
compound (Tissue-Tek) and processed into 14 µm sections using a cryostat (Microm HM 9	
500 OMV Cryostat Microtome). Sections were air-dried for 2 hours at room temperature 10	
and stored at -80°C. On the day of the experiment, sections were rehydrated in 0.1 M 11	
phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4) for 10 minutes and blocked in PBS containing 12	
0.2% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 0.3% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for 13	
1 hour at room temperature. Next, sections were incubated overnight at 4°C with 1:10 14	
dilution of the CD31 antibody (PECAM, rat monoclonal, clone MEC13.3, BD 15	
Pharmingen), washed with PBS and incubated for 2 hours at room temperature with 16	
1:200 dilution of anti-mouse Alexa-647-conjugated secondary antibody (Jackson 17	
ImmunoResearch). Finally, slides were mounted in gel/mount (Biomeda Corp) and 18	
analyzed under an Axioskop microscope equipped with Axiocam MRc5 camera (Zeiss).  19	
 20	
Oxygen-induced retinopathy (OIR) model analysis 21	
 22	
A well-established mouse model of oxygen-induced retinopathy was performed as 23	
reported (25, 26). Briefly, litters of newborn C57BL/6 mice on postnatal day 7 and their 24	
mothers were placed in an airtight incubator and exposed to an atmosphere of 75% O2 25	
(hyperoxia) for 5 days. Incubator temperature was maintained at 23°C, and O2 was 26	
measured three times per day with an oxygen analyzer. On postnatal day 12, mice were 27	
returned to room air. CmpdA (10 mg/Kg body weight) was administered subcutaneously 28	
or intraperitoneally on postnatal days 12, 14 and 16. Vehicle alone (DMSO) or PBS were 29	
administered similarly as controls. Animals were sacrificed by CO2 euthanasia on 30	
postnatal day 17, the eyes were removed with a curved forceps and were immediately 31	
fixed in 4% paraformaldehyde for 30 minutes. Using a dissecting forceps, the cornea was 32	
cut and the retinas isolated. Retinas were then permeabilized for 30 minutes by 33	
incubation in PBS containing 0.5% Triton X-100 and stained with GS-IB4 isolectin 34	
conjugated to Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher Scientific) overnight at 4°C (10 µg/ml in 35	
PBS 0.5% Triton X-100). Under a dissecting microscope four incisions were made on the 36	
retina at 90-degree angles, forming four similarly sized quadrants united by the retina 37	
centre, the optic nerve region. The retinas were mounted on glass slides with Vectashield 38	
mounting medium (Vector Laboratories) and covered with cover slips. Images were 39	
obtained on a fluorescence zoom microscope Axio Zoom V16 (Zeiss). Quantitation of 40	
angiogenic vessels was made in Adobe Photoshop as described (25, 26). Briefly, using 41	
the polygonal lasso tool, the entire retina was selected and the total number of pixels was 42	
obtained in the histogram. Next, using the magic wand tool, the vascular area was 43	
selected, and the number of pixels was obtained. The angiogenic area was calculated as a 44	
percentage of the total retinal area as follows: number of pixels of angiogenic vessels / 45	
number of pixels of the entire retina x 100.  46	
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 1	
Statistical analysis 2	
 3	
All values are presented either as average ± SD or as representative images of at least 4	
three independent experiments. Statistical analysis was performed using Prism 5 5	
(GraphPad Software). All data have been evaluated for normality of distribution. In order 6	
to assess differences within groups, we used one-way analysis of variance (ANOVA) 7	
followed by Bonferroni’s multiple comparison test. For pairwise comparisons, we used a 8	
non-parametric Student’s t test. Differences were considered statistically significant at 9	
p<0.05. 10	
 11	
Results  12	
 13	
IKKβ targeting in KRAS-positive lung cells reduces IL-8 and VEGF expression and 14	
secretion. 15	
 16	
Given our hypothesis that IKKβ promotes KRAS-induced angiogenesis, which relies on 17	
KRAS-induced VEGF and IL-8 secretion (10, 14), and given that VEGF and IL-8 are 18	
transcriptional targets of NF-κB (16), a transcription factor activated by oncogenic KRAS 19	
in the lung in an IKKβ-dependent manner (18), we decided to investigate whether IKKβ 20	
targeting would affect VEGF and IL-8 expression. In order to do that, we first tested 21	
whether Compound A (CmpdA), a highly specific IKKβ inhibitor, could inhibit IKKβ-22	
mediated signaling in KRAS-mutant A549 and H358 cells. As can be seen in Fig. 1a, 23	
CmpdA treatment reduced phosphorylation of the IKKβ substrate IkBa while, at the 24	
same time, it increased total IkBa levels (Fig. 1a), thus confirming CmpdA’s inhibitory 25	
activity. Next, we tested whether IKKβ targeting with CmpdA would reduce VEGF and 26	
IL-8 expression. In agreement with our hypothesis, IKKβ targeting with CmpdA in A549 27	
and H358 cells significantly reduced VEGF and IL-8 expression (Fig. 1b). Next, we 28	
specifically targeted KRAS or IKKβ expression by siRNA-mediated transfection, which 29	
resulted in decreased RAS protein levels and led to undetectable levels of IKKβ protein 30	
(Fig. 1c). Because the antibody used to detect RAS, recognizes all three RAS isoforms 31	
(H-, K- and NRAS), we also used qPCR to evaluate the efficacy of our siRNA-mediated 32	
targeting. As can be seen in Fig. 1d, transfection of A549 and H358 cells with a siRNA 33	
smartpool targeting KRAS decreased KRAS mRNA levels by 96.5% and 88.7%, 34	
respectively. Transfection of A549 and H358 cells with a siRNA smartpool targeting 35	
IKKβ led to a similar reduction of IKKβ mRNA levels (of 84.7% and 60.87%, 36	
respectively) (Fig. 1d). These results indicate that our siRNA-mediated silencing 37	
approach was effective. As expected, KRAS silencing reduced IL-8 mRNA expression 38	
by 70.88% and 55.01% and VEGF mRNA expression by 30.95% and 20.78% in A549 39	
and H358 cells respectively (Fig. 1e). Consistent with the idea that IKKβ mediates 40	
KRAS-induced IL-8 and VEGF expression, siRNA-mediated IKKβ silencing in A549 41	
and H358 cells caused a reduction in IL-8 and VEGF expression that matched the one 42	
observed by KRAS silencing: a reduction of 69.29% and 61.35% in IL-8 mRNA levels 43	
and of 21.53% and 33.18% in VEGF mRNA levels in A549 and H358 cells respectively 44	
(Fig. 1f). More meaningfully, both KRAS and IKKβ siRNA-mediated silencing in 45	
KRAS-mutant cells led to reduced VEGF and IL-8 secretion (Fig. 1g). These results 46	
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indicate that IKKβ promotes KRAS-induced expression and secretion of proangiogenic 1	
factors VEGF and IL-8. 2	
 3	
IKKβ targeting in KRAS-mutant lung cancer cells decreases endothelial cell 4	
migration, invasion and tube formation in vitro 5	
 6	
For neovascularization to occur, such as during tumor angiogenesis, endothelial cells 7	
have to migrate in response to proangiogenic factors and have to self-organize into 8	
tubular structures that will give rise to new vessels (27). Since we have shown that IKKβ 9	
targeting in KRAS-positive cells reduces VEGF and IL-8 secretion, we decided to 10	
investigate how IKKβ targeting in KRAS-mutant cancer cells would affect endothelial 11	
cell migration, invasion and tube formation in vitro. For that purpose, we evaluated 12	
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) migration and invasion using transwell 13	
assays, where conditioned medium from A549 cells with siRNA-mediated inhibition of 14	
KRAS or IKKβ was used as chemoattractant. Compared to conditioned medium from 15	
A549 cells transfected with a nontargeting siRNA control, conditioned medium from 16	
KRAS- or IKKβ-targeted A549 cells reduced HUVEC migration (Fig. 2a) and invasion 17	
(Fig. 2b). Even though KRAS targeting was more effective than IKKβ targeting in 18	
reducing HUVEC migration (96.5% versus 68.19%, Fig. 2a), IKKβ targeting was more 19	
effective than KRAS targeting in reducing HUVEC invasion (60.1% versus 32.4%, Fig. 20	
2b). Nonetheless, in both cases the reduction in HUVEC migration and invasion caused 21	
by IKKβ targeting was significant. In accordance, when compared to conditioned 22	
medium from A549 cells transfected with a nontargeting siRNA control, conditioned 23	
medium from IKKβ-targeted A549 cells decreased by 66.6% the ability of HUVEC cells 24	
to form tubular structures in vitro (Fig. 2c). Even though other IKKβ-independent 25	
pathways may contribute to KRAS-induced angiogenesis, our data indicate that IKKβ is 26	
an important mediator of KRAS-induced proangiogenic effects.  27	
 28	
siRNA-mediated IKKβ targeting in KRAS-mutant lung cancer cells reduces tumor 29	
growth and angiogenesis in vivo 30	
 31	
We have recently shown, using a mouse model of KRAS-induced lung cancer, that IKKβ 32	
targeting with CmpdA reduces lung tumor growth and vascular density in situ (23). 33	
However, as IKKβ was systemically targeted, the contribution of cancer cell-intrinsic 34	
IKKβ activity for tumor angiogenesis was not clear. More importantly, because mice do 35	
not have an IL-8 homolog (28), the contribution of this human-specific proangiogenic 36	
pathway, which is required for RAS-induced angiogenesis (10), cannot be addressed in 37	
this model. Therefore, to evaluate whether cancer cell-intrinsic IKKβ activity is required 38	
for KRAS-induced angiogenesis in human tumors, we performed xenograft studies with 39	
human A549 cells with siRNA-mediated IKKβ silencing. Even though IKKβ-targeted 40	
A549 cells still formed xenograft tumors in nude mice, when compared to A549 cells 41	
expressing a non-targeting siRNA control, IKKβ-targeted A549 cells formed smaller 42	
tumors (Fig. 3a). IKKβ targeting resulted in decreased tumor growth over time (Fig. 3b) 43	
and in reduced tumor weight at the endpoint (Fig. 3c). In addition, as assessed by 44	
immunofluorescence for CD31, a specific endothelial marker, IKKβ targeting reduced 45	
tumor vascular density by 52.8% (Fig. 3d). These results indicate that cancer cell-46	
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intrinsic IKKβ activity contributes to KRAS-mutant human lung tumor growth and 1	
angiogenesis. 2	
 3	
IKKβ also affects endothelial function by cancer cell-independent pathways 4	
 5	
In order to determine whether IKKβ can affect pathological cancer cell-independent 6	
angiogenesis in vivo, we used a well-established model of oxygen-induced retinopathy 7	
(OIR) caused by pathological retinal neovascularization (29, 30). This model has been 8	
widely used to study the molecular mechanisms of blood vessel formation during relative 9	
hypoxia and to assess the effect of compounds on angiogenesis (25, 30, 31). To induce 10	
OIR, newborn mice are exposed to 75% oxygen from postnatal day 7 to postnatal day 12. 11	
Hyperoxia exposure causes vase-obliteration of immature retinal vessels and suppresses 12	
postnatal retinal angiogenesis, which is a natural process of murine vascular retinal 13	
maturation (32). Subsequently, mice are transferred back to normoxia. The relative 14	
reduction in oxygen levels leads to pathological retinal neovascularization, which is 15	
maximal at postnatal day 17, and regresses thereafter (25). To evaluate whether IKKβ 16	
targeting could reduce the pathological retinal neovascularization observed in this model, 17	
mice submitted to OIR were treated with CmpdA (10 mg/kg) subcutaneously or 18	
intraperitoneally at postnatal days 12, 14 and 16. As can be seen in Fig. 4, when 19	
compared with animals treated with DMSO or PBS, animals treated with CmpdA 20	
subcutaneously or intraperitoneally displayed retinas with markedly decreased vascular 21	
area. These results indicate that IKKβ targeting decreases pathological retinal 22	
neovascularization in vivo, which suggests that IKKβ also likely contributes to 23	
angiogenesis through cancer cell-independent pathways. 24	
 25	
Discussion 26	
 27	
Like normal cells, cancer cells require oxygen and nutrients to survive and proliferate. It 28	
is not surprising, therefore, that one of the hallmarks of cancer is the ability of cancer 29	
cells to drive tumor angiogenesis (33). This ability to continuously drive the sprouting of 30	
new vessels from pre-existing ones, not only sustains neoplastic growth of primary 31	
tumors, but is also a feature of invasive tumors, as it is required for metastatic tumor 32	
growth (34, 35). In fact, in a wide variety of malignancies, tumor vascular density 33	
positively correlates with increased metastatic potential and poor prognosis (35). 34	
Considering that metastatic disease is the main cause of cancer mortality, targeting 35	
angiogenesis is a rational approach to prevent both primary tumor growth and malignant 36	
progression, thus improving survival. 37	
 38	
Nonetheless, even though several antiangiogenic therapeutic targets have been identified, 39	
safe and effective antiangiogenic strategies to treat cancer patients have not yet been 40	
translated into the clinic (34). For example, tumor response to therapies targeting the 41	
VEGF signaling pathway is short-lived and limited by development of resistance 42	
followed by restoration of tumor growth and progression, likely due to activation of 43	
alternative proangiogenic pathways (36). In that sense, dissecting the proangiogenic 44	
pathways induced by dominant oncogenes might uncover upstream signaling nodes that 45	
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may control different proangiogenic pathways and provide better and more specific 1	
avenues to target tumor angiogenesis. 2	
 3	
Dissection of proangiogenic pathways is particularly important for malignancies driven 4	
by the RAS oncogene, not only because oncogenic RAS is known to induce tumor 5	
angiogenesis, but also because RAS-driven malignancies are widespread and lack 6	
effective targeted therapies (3, 4). 7	
 8	
RAS-induced angiogenesis relies on the upregulation of proangiogenic factors VEGF and 9	
IL-8. In fact, VEGF or IL-8 targeting reduces RAS-induced angiogenesis and tumor 10	
growth (10, 14, 15). Interestingly, VEGF and IL-8 have also been shown to be 11	
upregulated by the transcription factor NF-κB to promote glioblastoma angiogenesis (37), 12	
and we and others have shown that NF-κB activation by KRAS is required for KRAS-13	
induced lung tumorigenesis (17, 18). Given that we had previously shown that NF-κB 14	
activation by KRAS in the lung requires the IKKβ kinase (18), and that systemic IKKβ 15	
targeting reduced KRAS-induced lung tumor growth (23), we hypothesized that IKKβ, 16	
which is a druggable target in the KRAS-induced NF-κB activation pathway, would be 17	
involved in mediating KRAS-induced angiogenesis. 18	
 19	
To test our hypothesis, we first investigated whether IKKβ targeting would interfere with 20	
IL-8 and VEGF expression and secretion downstream of oncogenic KRAS. IKKβ has 21	
been shown to promote VEGF and IL-8 expression in different studies (38-44). For 22	
example, Lee et al (38) have found that IKKβ promotes both transcriptional upregulation 23	
of VEGF expression, but also enhanced VEGF translation via mTOR. In addition, IKKβ 24	
deletion in hematopoietic cells prevents hypoxia-induced HIF-1a and VEGF expression 25	
(39) and decreased VEGF expression is also observed in IKKβ null MEFS (40). 26	
Moreover, conditional IKKβ deletion in the airway epithelium leads to impaired alveolar 27	
maturation associated with decreased VEGF expression (41) and the IKKβ inhibitor 28	
IMD-0354 suppresses VEGF production from ovarian cancer cells in vitro and in vivo 29	
(42). IKKβ has also been shown to promote IL-8 expression by binding to its promoter 30	
via interactions with p65 and EGR1 (43) and, in ovarian cancer cells, pharmacological 31	
IKKβ targeting reduces bortezomib-induced IL-8 expression (44). Finally, we have 32	
previously shown that IL-8 expression is induced in primary immortalized lung epithelial 33	
cells transformed by KRAS, and that IKKβ targeting with CmpdA in these cells blocks 34	
KRAS-induced IL-8 expression (18). Here we show, not only that siRNA-mediated 35	
KRAS targeting reduces expression and secretion of IL-8 and VEGF in KRAS-mutant 36	
A549 and H358 cells as expected, but also that targeting IKKβ pharmacologically or by 37	
RNA interference in these cells similarly reduces both VEGF and IL-8 expression and 38	
secretion (Fig. 1). These results, coupled with the abovementioned findings, corroborate 39	
our hypothesis that, in lung cancer, KRAS upregulates VEGF and IL-8 via IKKβ. And 40	
understanding this pathway is important considering that, in NSCLC, expression of both 41	
IL-8 and VEGF is associated with angiogenesis, lymph node metastasis, and unfavorable 42	
outcome (45, 46, 47). 43	
 44	
Furthermore, conditioned medium from KRAS- or IKKβ-targeted cells reduced the 45	
ability of endothelial HUVEC cells to migrate, invade and form tubular structures in vitro 46	
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(Fig. 2) and siRNA-mediated IKKβ targeting reduced KRAS-positive lung xenograft 1	
tumor vascular density in vivo (Fig. 3). Even though IKKβ activity in endothelial cells is 2	
important for endothelial cell activation and vasculogenesis,21 and even though systemic 3	
IKKβ inhibition reduces ovarian xenograft tumor vascular density (42), our results show, 4	
for the first time, that efficient tumor angiogenesis in KRAS-mutant lung tumor 5	
xenografts requires cancer cell-intrinsic IKKβ activity. This supports our hypothesis that 6	
KRAS-induced IKKβ activation in cancer cells promotes lung tumor angiogenesis.  7	
 8	
Even though murine cells express a homolog of the IL-8 receptor, which responds to 9	
human IL-8, mice do not have an IL-8 homolog (28). Therefore, considering that IL-8 is 10	
a critical mediator of RAS-induced angiogenesis (10), this important RAS-induced 11	
proangiogenic pathway can only be investigated in human models. Previously, we have 12	
shown that systemic treatment of murine KRAS-induced lung tumors with CmpdA was, 13	
not only able to block IKKβ activity in lung tumor cells in situ, but also reduced tumor 14	
vascular density (23). Here, we show that IKKβ targeting also reduces vascular density of 15	
IL-8-secreting human lung tumor xenografts, thereby further validating IKKβ as an 16	
antiangiogenic therapeutic target for human KRAS-induced lung cancer. 17	
 18	
In parallel to reducing vascular density, siRNA-mediated IKKβ targeting in KRAS-19	
mutant A549 cells reduced lung tumor xenograft growth (Fig. 3), corroborating many 20	
studies that clearly show an important role for IKKβ in promoting oncogenesis (38, 48-21	
54). For example, conditional loss of IKKb prevents tumorigenesis in mouse models of 22	
colitis-associated cancer (48) and KRAS-induced pancreatic cancer (54). IKKb is 23	
overexpressed in breast cancers (52), where it, not only activates mTOR, thereby 24	
promoting tumor angiogenesis, but its expression correlates with poor clinical outcome 25	
(38). Ribozyme-mediated IKKb targeting in a melanoma mouse model reduces tumor 26	
growth and prolongs survival (53). More importantly, our results with human xenograft 27	
tumors also corroborate previous murine tumor studies showing that genetic or 28	
pharmacological IKKβ targeting reduces murine KRAS-induced lung tumor growth (22, 29	
23, 55), thereby further underscoring IKKβ inhibition as a promising approach for 30	
KRAS-induced lung cancer therapy. 31	
 32	
Nonetheless, when considering systemic antiangiogenic cancer therapies, one must 33	
consider how target inhibition in normal cells, such as the ones present in the tumour 34	
microenvironment, might affect therapeutic outcome. The studies described above, where 35	
IKKβ was targeted systemically, cannot answer this question, because these studies 36	
cannot distinguish the effects of IKKβ inhibition in other cell types from cancer cell-37	
intrinsic IKKβ inhibition. Interestingly, studies where IKKβ was specifically inhibited in 38	
different cell types show that, whereas IKKβ activity in endothelial cells is important for 39	
vasculogenesis (21) and myeloid-specific IKKβ activity promotes colon tumorigenesis 40	
(48), IKKβ activity in cancer-associated fibroblasts seems to actually have the opposite 41	
effect, suppressing angiogenesis and tumor growth (56). Nonetheless, these studies also 42	
have limitations as they study IKKβ inhibition in specific cell compartments and do not 43	
take into account how simultaneous IKKβ targeting of these normal compartments would 44	
affect angiogenesis. Here we show, using a cancer cell-independent in vivo model of 45	
pathological angiogenesis, the oxygen-induced retinopathy (OIR) model (29, 30), that 46	
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systemic CmpdA therapy reduces pathological retinal neovascularization (Fig. 4). This 1	
observation is important for two reasons. First, it indicates that CmpdA crosses the blood-2	
brain barrier and might be a promising stand-alone or coadjuvant therapeutic approach to 3	
treat retinal diseases related to abnormal angiogenesis, such as diabetic retinopathy and 4	
age-related macular degeneration (AMD). In support of this idea, IKKβ inhibition in a 5	
mouse model of diabetic retinopathy decreased vessel leakage, thus preserving vascular 6	
integrity (57). In addition, Lu et al have shown that conditional deletion of IKKβ in the 7	
retina or intravitreal or retrobulbar injection of TPCA-1, an IKKβ inhibitor, reduced 8	
laser-induced choroidal neovascularization, which mimics the aberrant angiogenesis 9	
associated with AMD (58). Contrary to TPCA-1, which was associated with significant 10	
toxicity (22), CmpdA is well tolerated in mice (23, 24, 59), and might therefore be a 11	
better option for AMD therapy.  12	
 13	
Second and most important, our observation that systemic IKKβ targeting reduces 14	
pathological neovascularization in the OIR model suggests that systemic IKKβ inhibition 15	
might be an effective antiangiogenic therapy for KRAS-induced lung tumours, and 16	
maybe even for other KRAS-driven tumours, by acting both on cancer cells and on 17	
microenvironment cells to reduce angiogenesis.  18	
 19	
In summary, we have identified IKKβ as a mediator of KRAS-induced angiogenesis in 20	
lung cancer in part by promoting secretion of proangiogenic factors VEGF and IL-8. 21	
More importantly, we have shown that siRNA-mediated IKKβ targeting in KRAS-22	
positive lung cells decreases KRAS-induced tumor growth and angiogenesis in vitro and 23	
in vivo and that systemic IKKβ inhibition with CmpdA in an in vivo model of OIR also 24	
reduces pathological angiogenesis. Taken together, these results indicate that IKKβ 25	
promotes KRAS-induced angiogenesis by both cancer cell-intrinsic and cancer cell-26	
independent mechanisms, which strongly suggests IKKβ inhibition as a promising 27	
antiangiogenic approach to be explored for KRAS-induced lung cancer therapy and 28	
possibly also for therapy of other KRAS-driven malignancies. 29	
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Figure legends 1	
	2	
Figure 1. IKKβ inhibition reduces IL-8 and VEGF expression and secretion. (a) Western 3	
Blotting of A549 and H358 cells treated with 0.1% DMSO or 5uM CmpdA for 30 4	
minutes. Antibodies used are indicated. Representative western blots are shown. Protein 5	
bands were quantitated and normalized to the reference samples (0.1% DMSO-treated 6	
samples). (b) A549 and H358 cells were treated with 0.1% DMSO or the indicated 7	
concentrations of CmpdA for 24 hours and IL-8 and VEGF gene expression was 8	
evaluated by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). (c, d, e, f, g) A549 and H358 cells 9	
were transfected with a non-targeting control siRNA (siCtrl) or with siRNA smartpools 10	
targeting KRAS (siKRAS) or IKKβ (siIKKβ). (c) Protein lysates were collected 96 hours 11	
post-transfection and evaluated by Western Blotting with the indicated antibodies. 12	
Protein bands were quantitated and normalized to the reference samples (siCtrl-13	
transfected samples). (d) Expression of KRAS (left panel) or IKKb (right panel) was 14	
analyzed 72 hours post-transfection by qRT-PCR. (e, f) Expression of IL-8 (left panel) or 15	
VEGF (right panel) was analyzed 72 hours post-transfection by qRT-PCR in cells 16	
transfected with siKRAS (e) or siIKKb (f). (g) Conditioned culture media were collected 17	
120 hours post-transfection and protein concentrations of IL-8 and VEGF were 18	
determined by ELISA. In all cases, bar graphs represent average ± 1s.d of three 19	
independent experiments. Statistical significance was measured by one-way ANOVA 20	
followed by Bonferroni’s post-test (b, g) or by the Student’s t-test (d, e, f) (*p<0.05, 21	
**p<0.01, ***p<0.001) by comparing DMSO-treated groups with CmpdA-treated groups 22	
(b) or siCtrl-transfected groups with siKRAS- and/or siIKKb-transfected groups (d, e, f, 23	
g). Groups being compared are indicated by horizontal bars. 24	
 25	
Figure 2. siRNA-mediated inhibition of IKKβ expression decreases HUVEC migration, 26	
invasion and tube formation in vitro. A549 cells were transfected with a non-targeting 27	
control siRNA (siCtrl) or with siRNA smartpools targeting KRAS (siKRAS) or IKKβ 28	
(siIKKβ) and conditioned medium was collected as described in methods. (a) Transwell 29	
migration assay of HUVEC cells was performed using conditioned medium from A549-30	
transfected cells as chemoattractant as indicated. Images shown are representative of 31	
three independent experiments. (b) Transwell matrigel invasion assay of HUVEC cells 32	
was performed using conditioned medium from A549-transfected cells as 33	
chemoattractant as indicated. Images shown are representative of three independent 34	
experiments. (c) Endothelial cell tube formation assay. HUVEC cells were plated onto 35	
Matrigel in the presence of serum-free conditioned medium from A549-transfected cells 36	
as indicated. Images shown are representative of three independent experiments. In all 37	
cases, bar graphs represent average ± 1s.d. Statistical significance was measured by one-38	
way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test (**p<0.01, ***p<0.001) by comparing 39	
siCtrl-transfected groups with siKRAS- and/or siIKKb-transfected groups (a, b) or by the 40	
Student’s t-test (***p<0.001) (c). Groups being compared are indicated by horizontal 41	
bars. 42	
 43	
Figure 3. siRNA-mediated inhibition of IKKβ expression decreases tumor growth and 44	
angiogenesis in vivo. 1 x 106 A549 cells transfected with a non-targeting control siRNA 45	
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(siCtrl) or with a siRNA smartpool targeting IKKβ (siIKKβ) were injected 1	
subcutaneously into flanks of nude mice (n=9 per group). (a) Representative images of 2	
tumor-bearing nude mice 55 days after inoculation. (b) Tumor growth kinetics assessed 3	
by tumor volume measurements overtime as indicated. Each point represents average ± 4	
1s.d. of each group. (c) Dot plot representing individual tumor weights 55 days after 5	
inoculation. Horizontal bars represent average weight in each group. (d) Vessel density 6	
was evaluated in tumor sections by immunofluorescence staining for CD31 as described 7	
in methods. Left) Representative images of stained tumor sections. Right) Quantitation of 8	
CD31-stained vessels. Statistical significance was determined by the Student’s t-test 9	
(*p<0.05) and the significantly different comparisons are indicated by vertical (b) or 10	
horizontal (c, d) bars. Error bars represent average ± 1s.d. 11	
 12	
Figure 4. IKKβ inhibition reduces pathological neovascularization in a cancer-13	
independent oxygen-induced retinopathy (OIR) in vivo model. Newborn C57Black6 mice 14	
were submitted to the OIR protocol and treated with PBS (control), DMSO (vehicle 15	
control) or CmpdA as described in methods. Mice were euthanized at postnatal day 17 16	
and their retinas were dissected and stained with GS-IB4 Isolectin, showing the 17	
neovascular tissue in different groups. (a) Representative images of Isolectin GS-IB4-18	
stained retinas. High resolution images of retinal quadrants are depicted. (b) Quantitation 19	
of the isolectin GS-IB4-stained angiogenic area was performed as described in methods 20	
(n=10 per group). PBS) Control PBS-treated mice; DMSO) Vehicle control DMSO-21	
treated mice; CmpdA-sc) Mice treated with 10 mg/Kg CmpdA subcutaneously; CmpdA-22	
ip) Mice treated with 10 mg/Kg CmpdA intraperitoneally. Statistical significance was 23	
measured by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-test (**p<0.01, 24	
***p<0.001). Error bars represent average ± 1s.d. 25	
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