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Estrutura da tese 

O presente trabalho está dividido da seguinte forma: Introdução, Objetivos 

(gerais e específicos), Capítulo I escrito na forma de artigo científico, Capítulo II, 

Discussão, Conclusões, Perspectivas, Referências e Anexos. 

A Introdução apresenta os principais conceitos relacionados ao câncer 

infantil, especificamente neuroblastoma, tumor alvo do estudo. Além disso, são 

descritas as terapias de epigenética e de diferenciação relacionadas ao tumor. Em 

cada terapia é feita uma descrição dos mecanismos, bem como as principais 

drogas utilizadas no estudo. 

O Capítulo I consiste de um artigo de dados, no qual foi investigado o papel 

da associação terapêutica entre moduladores epigenéticos e de diferenciação em 

células de neuroblastoma. Este artigo deu origem a um manuscrito intitulado: 

Combined Treatments with a Retinoid Receptor Agonist and Epigenetic Modulators 

in Human Neuroblastoma Cells, publicado na revista Molecular Neurobiology.  

O Capítulo II está apresentado na forma de Resultados adicionais, no qual 

são descritos outras metodologias utilizadas na avaliação dos diferentes 

tratamentos nas linhagens celulares de neuroblastoma.   

A Discussão contempla os comentários sobre os resultados apresentados 

nos Capítulos I e II, além de ressaltar a importância deste estudo. Por fim, são 

descritas as Conclusões e Perspectivas geradas pelo trabalho, além das 

Referências utilizadas na elaboração desta tese e o Anexo.  
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Resumo 
 

Neuroblastoma (NB) é a forma mais indiferenciada de tumores neuroblásticos e a 

principal causa de morte por câncer pediátrico. Alterações epigenéticas interagem 

em todas as etapas do desenvolvimento do câncer, promovendo a progressão 

tumoral. A remodelação da cromatina é influenciada pela acetilação de histonas e 

a metilação de DNA. Acetiltransferases de histona (HATs), desacetilases de 

histonas (HDAC) e metiltransferase de DNA (DNMTs) são alvos de estratégias 

terapêuticas em tumores. Os retinoides agem nas vias de diferenciação celular, 

anti-proliferação e pró-apoptose. Nesse trabalho, é proposto que a combinação 

desses moduladores epigenéticos e de diferenciação em linhagens de células de 

NB humano é mais efetiva que os agentes isolados. Os tratamentos induziram 

mudanças na expressão de marcadores de diferenciação e indiferenciação, como 

c-Myc, β-3tubulina, NeuN e Bmi1, e alterações morfológicas nas duas linhagens 

celulares utilizadas, SK-N-BE(2) e SH-SY5Y. Os dados encontrados podem 

contribuir para uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares dos 

moduladores retinoides e epigenéticos em NB capazes de acrescentar melhorias 

nas atuais estratégias terapêuticas. 

 

Palavras-chave: neuroblastoma, epigenética, retinoides, diferenciação celular. 

. 
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Abstract 

 
Neuroblastoma (NB) is the most undifferentiated form of neuroblastic tumors and 

the leading cause of death from pediatric cancer. Epigenetic changes interact at all 

stages of cancer development, promoting tumor progression. Chromatin remodeling 

is influenced by histone acetylation and DNA methylation. Histone 

acetyltransferases (HATs), histone deacetylases (HDAC), and DNA 

methyltransferase (DNMTs) are targets for therapeutic strategies in cancer. 

Retinoids act on cell differentiation pathways and display anti-proliferation and pro-

apoptotic actions. In the present research we examined the effects of combining 

epigenetic modulators and a retinoid receptor agonist in human NB cells. The 

retinoid all trans-retinoic acid (ATRA) combined with inhibitors of either histone 

deacetylases (HDACs) or DNA methyltransferase was more effective than any drug 

given alone in impairing the proliferation of SH-SY5Y and SK-N-BE(2) NB cells. In 

addition, the treatments induced differential changes in the expression of 

differentiation markers including c-Myc, β-3tubulin, NeuN and Bmi1, and 

morphological changes in SK-N-BE(2) e SH-SY5Y cell lines. The data contribute to 

a better understanding of the molecular mechanisms of retinoid modulators and 

epigenetic in NB able to add improvements in current therapeutic strategies. 

 

 

Key words: neuroblastoma, epigenetics, retinoids, cell differentiation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 CÂNCER INFANTIL 

O câncer infantil corresponde a um grupo de várias doenças que têm em 

comum a proliferação descontrolada de células anormais e que pode ocorrer em 

qualquer local do organismo.  

O desenvolvimento normal dos mamíferos é um processo que resulta na 

criação de centenas de tipos de células diferenciadas de uma única célula 

pluripotente. Este processo de diferenciação celular depende da regulação 

epigenética, que conduz as mudanças hereditárias na expressão gênica 

independentemente das alterações na sequência de DNA (Lee TI, et al. 2006; 

Mikkelsen TS, et al. 2007; Meissner A, et al.  2008). 

Os tipos de câncer que se desenvolvem em crianças são muitas vezes 

diferentes dos tipos que se desenvolvem em adultos. A caracterização de mutações 

de câncer pediátrico em todo o genoma tem produzido informações importantes 

sobre a patologia molecular dos principais subtipos de câncer observados em 

crianças (Downing, J. R. et al. 2012; Huether R, et al. 2014). Duas observações 

gerais que emergem desses estudos são que os cânceres pediátricos, em média, 

contêm menos mutações somáticas comparáveis com os tumores que ocorrem em 

adultos e que os genes que codificam as proteínas envolvidas na regulação 

epigenética são mutados a uma alta frequência num subconjunto de tumores 

pediátricos (Huether R, et al. 2014).  

Nos Estados Unidos, os tumores mais frequentes na infância e na 

adolescência são leucemia linfocítica aguda (ALL), tumores cerebrais, tumores do 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huether%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24710217
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huether%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24710217
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sistema nervoso central e neuroblastoma (NB) (NIH, 2015). No Brasil, o câncer já 

representa a primeira causa de morte (7% do total) por doença entre crianças e 

adolescentes de 1 a 19 anos, para todas as regiões (INCA, 2015). Estima-se que 

ocorrerão cerca de 12.600 novos casos de câncer em crianças e adolescentes no 

Brasil por ano em 2016 e em 2017. Nas últimas quatro décadas, o progresso no 

tratamento do câncer na infância e na adolescência foi extremamente significativo. 

Hoje, em torno de 70% das crianças e adolescentes acometidos de câncer podem 

ser curados, se diagnosticados precocemente e tratados em centros 

especializados. A maioria deles terá boa qualidade de vida após o tratamento 

adequado (INCA, 2015).  

Há exceções, mas o câncer infantil tende a responder melhor aos 

tratamentos como a quimioterapia. As crianças também tendem a tolerar a 

quimioterapia melhor do que os adultos. Mas os tratamentos de câncer, como a 

quimioterapia e a radioterapia, podem ter efeitos colaterais em longo prazo. Por 

isso, as crianças que sobrevivem ao câncer precisam de atenção cuidadosa para 

o resto de suas vidas (American Cancer Society, 2015).  

Dentre os tumores pediátricos, NB se destaca por ser um tumor sólido 

progressivo na infância e é um desafio clínico (Roy Choudhury S, et al. 2012).  

 

1.2 Neuroblastoma 

1.2.1 Etiologia 

Neuroblastoma está classificado dentro do grupo de tumores periféricos 

neuroblásticos (pNTs). Origina-se de células embrionárias precursoras do sistema 

nervoso simpático e se desenvolve durante o crescimento fetal ou nos primeiros 
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anos de vida. Surge da linhagem da crista neural simpatoadrenal que normalmente 

se desenvolve e diferencia em gânglios simpáticos, células cromafins da medula 

adrenal e paragânglios (Park JR, et al. 2010).  Estas estruturas neuronais derivam 

de células da crista neural ventrolateral, que migram precocemente para longe do 

tubo neural durante embriogênese, aproximadamente na terceira para quarta 

semana do desenvolvimento embrionário (Betters E, et al. 2010). A maioria dos 

tumores NB parece surgir a partir de células derivadas da crista neural no abdômen 

adjacente à aorta na região dos rins ou na região medular da glândula adrenal 

(Brodeur GM, 2003; Maris JM, et al. 2007). A crista neural surge da região dorsal 

do tubo neural abaixo da ectoderme (Figura 1) (Le Douarin N, et al. 1999). Esta 

população transitória de células produz células progenitoras multipotenciais que 

dão origem ao sistema nervoso periférico, ao sistema nervoso entérico, às células 

pigmentares, às células de Schwann, às células medulares adrenais e às células 

do esqueleto craniofacial (Le Douarin N, et al. 1999). As vias de sinalização 

Hedgehog e Wnt são especialmente cruciais para o bom desenvolvimento da crista 

neural (Dupin E, et al. 2007; Le Douarin N, et al. 1999; Morales AV, et al. 2005). 

Estudos no embrião humano em desenvolvimento têm mostrado que células da 

crista neural na região do tronco geram melanócitos, células de Schwann, glia e 

neurônios ganglionares da raiz dorsal (Fontaine-Perus JC, et al. 1982; Lallier TE, 

et al. 1988; Teillet MA, et al. 1987; Weston JA, 1963).  

A inibição deste processo de maturação pode predispor no início os 

precursores neurais multipotentes da crista para transformação maligna. 
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Figura 1: Desenvolvimento da crista neural e de NB.  Sob a influência de MYCN e 
proteínas morfogênica ósseas (BMPs), os progenitores neuroblastos migram da crista 
neural e em torno do tubo neural para uma região que é imediatamente lateral à notocorda 
e à aorta dorsal. Neste local, as células sofrem a diferenciação como os gânglios simpáticos 
primário (PSG) antes da divergência em células neuronais de gânglios simpáticos madura 
ou células cromafins (não mostrado). MYCN é o "primeiro evento 'em virtude das 
observações de tirosina hidroxilase (Th), enquanto que mutações em cinase de linfoma 
anaplásico (ALK) e proteína homeobox mesodermal pareada 2B (PHOX2B) são mutações 
germinativas. O acesso local para o fator de crescimento do nervo (NGF) determina se o 
gânglio simpático normal (azul) amadurece em um gânglio terminal ou sofre morte celular 
por apoptose. Um estado patológico relativamente comum é a sobrevivência pós-natal das 
células neuroblastos pré-tumorais (roxo), que exige que a célula que está destinada a se 
tornar maligna seja resistente ao fator trófico antes da retirada destas células pré-tumorais 
persistentes submetidas a um terceiro evento que induz a transformação, que apresenta 
como neuroblastoma na primeira infância. HAND2, derivados do coração e da crista neural 
expressa 2; Mash1, homólogo murino achaete-scute 1. Adaptado: Marshall GM (2014). 
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 Neuroblastoma pode se manifestar de duas formas: esporádico e/ ou 

familiar. O câncer familiar (hereditário) mais prevalente em indivíduos de uma 

mesma família ocorre por transmissão vertical (de uma geração para outra). A idade 

precoce ao diagnóstico, mais de uma neoplasia em um mesmo indivíduo, vários 

membros de uma mesma família apresentando a mesma neoplasia são algumas 

características associadas ao câncer hereditário (Alvarenga M, et al. 2003). A forma 

esporádica manifesta-se de forma isolada no indivíduo, aparece naquele que não 

têm histórico familiar de que o câncer ou uma mudança herdada em seu DNA 

aumentaria o risco para esse câncer (NIH, 2016). Cerca de 1-2% dos pacientes 

com NB têm histórico familiar (Mossé YP, et al. 2008). Dois genes foram 

identificados, ALK (gene do receptor linfoma anaplásico de tirosina cinase) e 

PHOX2B (proteína homeobox mesodermal pareada 2B), que respondem por 

aproximadamente 80% da doença hereditária. Especificamente, vários grupos 

demonstraram que mutações de ativação ALK são responsáveis por 

aproximadamente 75% dos casos de NB hereditária. (Mossé YP, et al. 2008; 

Shojaei-Brosseau T, et al. 2004; Mosse YP, et al. 2004; Maris JM, et al. 2002; Chen 

Y, et al. 2008).  ALK é um receptor tirosina-cinase (RTK) e está também implicado 

como um oncogene em linfomas e câncer de pulmão (Minuti G, et al. 2014; Ulivi P, 

et al. 2013). Estudos recentes associam ALK ao desenvolvimento neuronal 

simpático e sobrevivência das células da crista neural migratórias, sendo essencial 

para a neurogênese em modelos de zebrafish (Wang M, et al. 2013). Dados 

recentes em modelos de neuroblastoma em ratos geneticamente modificados 

confirmam que ALK e MYCN cooperam promovendo a tumorigênese (Schulte JH, 

et al. 2013). O gene PHOX2B conduz à diferenciação de precursores da crista 
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neural em neurônios simpáticos (Pei D, et al. 2013). Mutações nesta via estão 

associadas com a doença de Hirschsprung e de síndrome hipoventilação central 

(Butler Tjaden NE, et al. 2013; Di Lascio S, et al. 2013). Em alguns estudos, as 

mutações de perda de função em PHOX2B demonstraram bloquear a diferenciação 

de neuroblastoma por perturbar a regulação do cálcio (Wang W, et al. 2013). 

PHOX2B pode também inibir a expressão ALK no NB (Bachetti T, et al. 2010), 

sugerindo ainda que a perda de função de PHOX2B contribui para a patogênese 

de um subconjunto de tumores de NB. 

As mutações resultantes da ativação de ALK e PHOX2B também são 

somaticamente adquiridas em 5 a 15% de neuroblastomas (Mossé YP, et al. 2008; 

Janoueix-Lerosey I, et al. 2008; George RE, et al. 2008; Chen Y, et al. 2008). Assim, 

os testes genéticos para mutações em ALK e PHOX2B devem ser considerados 

sempre que um paciente tem histórico familiar de NB ou tem outras condições 

clínicas que são fortemente sugestivas de mutações altamente transmissíveis, 

como tumores primários bilaterais das glândulas adrenais. Em NB, a forma 

esporádica resulta em perdas cromossómicas, tais como a perda de 

heterozigosidade, 1p36.31, e ocorre em 36% dos tumores primários.  

 

1.2.2 Histologia e características moleculares 

Histológica e geneticamente, NB é um tumor heterogêneo com 60% de 

probabilidade de formar metástase (Cheung NK, et al. 2013).  

Dentro de um único tumor, muitos fenótipos celulares estão presentes 

(Figura 2), particularmente neuroblastos, células não-neuronais (Schwann, 

perineural ou satélite) e até mesmo melanócitos podem estar presentes.  



 
 

22 

 

A heterogeneidade celular e a maturação (por exemplo, tumores ricos em 

estroma e pobres em estroma ou tumores de alto risco e de baixo risco com base 

no grau histológico) correlacionaram-se com comportamento clínico, e estas 

propriedades foram utilizadas para a classificação e prognóstico da doença 

(Shimada H, et al. 2001).  

 

Figura 2: Histologia de Neuroblastomas humanos. Categorização de neuroblastomas 
em subgrupos que têm importância prognóstica com base no desenvolvimento de estroma 
de Schwann e o grau de diferenciação. Adaptado: Clinical Imagine Analysis Laboratory 
(CIALAB), Ohio State University Medical Center (disponível em: 
http://bmi.osu.edu/cialab/mia_nb.php, acesso em 10 de maio de 2016). 

 

A mesma heterogeneidade celular encontrada nos tumores dos pacientes é 

manifestada nas linhagens celulares derivadas destes tumores. Há três fenótipos 

celulares distintos frequentemente presentes em linhagens celulares de NB (Rettig 

WJ, et al. 1987; Ciccarone V, et al. 1989) (Figura 3). Os mais comuns são 

neuroblastos simpatoadrenal (tipo N), que se caracterizam como células 

arredondadas com processos neuríticos curtos e expressão de genes associados 

à diferenciação neuronal. Um segundo tipo de célula (tipo S) se assemelha a 
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células precursoras não neuronais, uma vez que estas células grandes e achatadas 

anexam-se fortemente ao substrato e mostram inibição por contato no crescimento 

celular. Um terceiro tipo de célula (tipo I, por exemplo) apresenta morfologia 

intermediária entre os tipos N e S; são células pequenas, achatadas, 

moderadamente aderentes, com ou sem processos neuríticos, as quais formam 

agregados em cultivo celular in vitro. Este último tipo de célula parece representar 

uma célula-tronco primitiva, um progenitor celular dos tipos N ou S, capaz tanto de 

autorrenovação quanto de diferenciação bidirecional - capaz de se diferenciar ao 

longo de duas vias distintas de desenvolvimento da crista neural, neuronal e não 

neuronal (Ross RA, et al. 1995). Em modelos experimentais, o tipo I foi 

significativamente mais maligno, e a presença nos tumores pode ser relacionada 

com prognóstico desfavorável (Kamijo T, 2012; Ross RA, et al. 2003; Walton JD, et 

al. 2004). 
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Figura 3: Fotomicrofotografias de 
contraste de fase de células de NB 
humano. Linhagens dos três fenótipos 
diferentes, todos em x135 de ampliação. 
(A) tipo N, SK-N-CH; (B) tipo S, SH-EP1; 
e tipos I, (C) SK-N-JD, (D) SK-N-LP, (E) 
SK-N-HM, e (F) SK-N-ER. Adaptado: 
Walton JD (2004). 

 

Estudos genéticos extensos 

sobre NB descobriram uma variedade 

de alterações genéticas que podem 

ser agrupadas como aberrações 

cromossômicas e mutações 

genéticas. Os ganhos de 

cromossomo também podem ocorrer, 

tais como a amplificação MYCN, 

resultando em teor de DNA diploides 

ou tetraploides dentro das células 

afetadas (Maris JM, et al. 1999). 

Semelhante a outros tipos de câncer, NB se manifesta em alteração genética 

(Hayat MA, 2012) dos genes responsáveis pelo crescimento celular, ciclo celular e 

a imunidade, incluindo alterações fenotípicas que podem inibir a diferenciação. 

A perda de heterozigosidade (LOH) do 1p36 é altamente associada com a 

amplificação MYCN. Em geral, a amplificação de MYCN ocorre em 

aproximadamente 25% dos NB primários, em 40% dos pacientes com doença 

avançada e em 5% a 10% dos pacientes com a doença em estágio baixo (Brodeur 

GM, et al. 1984). A amplificação de MYCN, é definida como superior a 10 cópias 
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do gene por célula, e está associada com estágios avançados da doença, a 

progressão rápida do tumor e o mau prognóstico. Portanto, essa amplificação atua 

como um poderoso indicador de prognóstico tumoral de comportamento 

biologicamente agressivo e tem permanecido assim desde sua identificação em 

1983 (Brodeur GM, et al. 1984; Seeger RC, et al. 1985). No entanto, muitos casos 

de alto risco têm expressão mínima de n-Myc, sugerindo mecanismos adicionais 

para tumorigênese independentemente da participação de MYCN (Maris JM, 2010).  

Várias alterações genômicas foram identificados em NB por gerarem 

tumores com genótipos distintos caracterizados por diferentes padrões de 

comportamento clínico. NB pode ser dividido em três principais subtipos baseados 

em perfis citogenéticos: subtipo 1, 2A e 2B. Subtipo 1 é caracterizada por alterações 

cromossômicas numéricas, resultando em hiperdiploidia ou próximo triploidia, mas 

com poucas ou nenhuma anormalidade cromossômica segmentar (SCA), níveis 

elevados de expressão do receptor cinase tropomiosina (Trk) A (Mosse YP, et al. 

2007; Schleiermacher G, et al. 2012). Os pacientes com estes tumores têm 

características favoráveis (idade jovem e baixo estágio tumoral) e resultados 

satisfatórios. O subtipo 2 é caracterizado por uma diploidia acentuada e recorrentes 

SCAs, alteração no cromossomo 17q e uma alta expressão de receptores 

tropomiosina cinase (TrkB) e seu ligante (BDNF). No entanto, este subtipo pode ser 

ainda subdividido em subtipo 2A, que frequentemente tem a perda segmentar de 

cromossomas 3p, 4p e/ou 11q; e subtipo 2B, que tem deleção do cromossomo 1p 

e/ou amplificação MYCN. Os subtipos 2A e 2B estão associados com idade 

avançada, estágio de tumor avançado e um pior resultado clínico (Esteller M, 2007). 
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Em uma célula normal diploide, encontramos 46 cromossomos, porém a maioria 

das células de NB (55%) são primárias triploide ou "quase-triploide", contendo entre 58 e 

80 cromossomos; o restante (45%) são "quase-diploides" (35-57 cromossomos) ou "quase-

tetraploides" (81-103 cromossomos). Pacientes com tumores quase-triploides (também 

denominado hyperdiploid) tipicamente têm prognósticos clínicos e biológicos favoráveis e 

taxas de sobrevivência excelentes em comparação com aqueles pacientes que têm 

tumores quase-diploide ou quase-tetraploide (Look AT, et al. 1984; Wang M, et al. 2013; 

Brodeur GM, et al. 2014). 

A patogênese de NB no contexto da embriogênese da crista neural pode 

ajudar a explicar a heterogeneidade molecular desta doença complexa e ajudar a 

identificar moléculas e vias biologicamente específicas para intervenções mais 

objetivas (Louis CU, et al. 2015). 

 

1.2.3 Epidemiologia 

Atualmente o NB é a principal causa de morte por câncer pediátrico em 

crianças com idade entre 1 e 5 anos e responsável por aproximadamente 13% de 

toda a mortalidade por câncer pediátrico (Louis CU, et al. 2015). Apresenta uma 

incidência de 1,3 casos por 100.000 crianças (0-14 anos de idade) (Schwab M, et 

al. 2003; Park JR, et al. 2010). É o tumor maligno mais frequente na infância, sendo 

responsável por >20% dos cânceres diagnosticados durante o primeiro ano de vida, 

e pode ser detectado no embrião ainda no útero (National Cancer Institute, 2015; 

Maris JM, et al. 2007).  

  A incidência anual varia entre 7 e 12 casos por milhão de crianças até 15 

anos, alcançando estimadamente 7,3 casos/milhão no Brasil. Sendo um tumor 

embrionário, via de regra se manifesta precocemente. A grande maioria (75%) 
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apresenta-se em crianças abaixo de 5 anos de idade, com idade média ao 

diagnóstico de 21 meses, variando de recém-nascidos a 22 anos (Cartum J, 2012). 

Em câncer, a regressão espontânea é definida como a diminuição do 

tamanho ou desaparecimento de um tumor primário ou metastático da doença sem 

intervenção terapêutica. O NB é consistentemente considerado como um dos 

cânceres mais comuns de se submeter a regressão espontânea, além do 

carcinoma renal, melanoma maligno, coriocarcinoma, e tumores linfoides (Challis 

GB, et al. 1990; Papac RJ, 1998; Brodeur GM, et al. 2014). Além disso, apresenta-

se como um tumor heteregêneo tanto na clínica quanto no prognóstico. Crianças 

com NB podem apresentar regressão espontânea, enquanto outras apresentam 

tumores com características genômicas favoráveis e excelente sobrevida global 

com quimioterapia citotóxica limitada, a qual visa diretamente à morte da célula 

tumoral (Spix C, et al. 2006; Buck J, et al. 1991; Brodeur GM, et al. 1984).  

Embora as características histológicas e biológicas utilizadas dentro de 

esquemas de classificação continuam a evoluir com base em novos dados 

científicos, elas são usadas para dividir em estratos os pacientes com baixo, 

intermediário e alto risco. Em geral, aqueles com a doença de baixo risco têm taxas 

livres e globais excelentes de sobrevivência com só observação ou mínima 

intervenção terapêutica. A sobrevida de pacientes com risco intermediário, usando 

principalmente cirurgia e quimioterapia, tem melhorado ao ponto em que muitos 

grupos estão focando na utilização de marcadores biológicos para ajudar a diminuir 

ainda mais a terapia em subpopulações específicas de crianças (Park JR, et al. 

2013). Em neuroblastoma, rotineiramente consideram-se fatores biológicos (por 

exemplo, histologia, grau de diferenciação do tumor, DNA ploidia, alterações 
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cromossômicas, MYCN oncogene). Assim, grupos de pesquisa têm permitido a 

caracterização das informações clínicas e biológicas como um pré-tratamento 

altamente prognóstico que irá facilitar a comparação nos futuros ensaios clínicos 

(Hudson M, et al. 2014; Ambros PF, et al. 2009).  

Os pacientes com a doença de alto risco que, compreendem 

aproximadamente metade de todos os novos casos de NB, necessitam de 

tratamento com a terapia multimodal usando quimioterapia, cirurgia, radioterapia, 

alta dose de quimioterapia com uso autólogo de células-tronco da medula óssea, 

terapia de manutenção biológica e imunoterapêutica, a fim de melhorar a sobrevida. 

Atualmente o transplante de células-tronco autólogas em associação com ácido 

retinoico 13-cis (13-cis-RA) são usados como terapia padrão para esse grupo 

(Davidoff AM, 2012).  

 

1.2.4 Aspectos clínicos e prognóstico 

A apresentação clínica é altamente variável, apresentando três padrões 

distintos: rápida progressão para a doença com risco de vida, maturação para 

ganglioneuroma benigno (outro tipo de pNT) (Brodeur GM, 2003; Hoehner JC, et 

al. 1995; Haas D, et al. 1988; Garvin JH, et al. 1984; Shimada H, et al. 1999) e 

regressão espontânea.  Cada vez mais evidências indicam que as características 

biológicas e moleculares de NB são altamente preditivas de comportamento clínico 

(Davidoff AM, 2012). 

A probabilidade de sobrevivência depende da idade do paciente, do estágio 

e das características biológicas da doença.  Crianças com 18 meses de idade ou 

com idade superior apresentam tumores frequentemente irressecáveis ou 
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metastáticos, que requerem terapia multimodal intensiva e estão associados a uma 

taxa de sobrevivência de 40-50%. No entanto, em crianças com menos de 18 

meses de idade, os tumores se comportam de forma muito diferente.  

Os tumores podem surgir em qualquer lugar ao longo do sistema nervoso 

simpático, com a maioria ocorrendo na medula adrenal. Os tumores primários no 

pescoço ou parte superior do tórax podem causar síndrome de Horner (ptose, 

miose e anidrose). Os tumores ao longo da coluna vertebral podem se expandir 

através dos espaços intraforaminal e causar compressão das raízes nervosas, 

resultando em paralisia. Embora muitos NBs em estágio inicial estejam 

encapsulados e possam ser retirados cirurgicamente com pouca chance de 

complicações, os tumores de estágio tardio, muitas vezes, se infiltram em 

estruturas de órgãos locais, cercando nervos, como o eixo celíaco, que são em 

grande parte não operáveis no momento do diagnóstico. NB formam metástase em 

nódulos linfáticos regionais e na medula óssea por meio do sistema hematopoiético. 

Células metastáticas da medula podem se infiltrar na região cortical. NBs também 

formam metástase no fígado, principalmente em pacientes com tumores estágio 

4S, nos quais o envolvimento pode ser mais extenso; no entanto, a regressão 

transitória e completa muitas vezes ocorre sem intervenção (Maris JM, 2010) 

(Figura 4).  

Embora os pacientes possam inicialmente ter uma resposta à quimioterapia, 

eles eventualmente desenvolvem recorrência da doença com metastáse multifocal 

e resistência à quimioterapia (Li Z, et al. 2015). 



 
 

30 

 

 

Figura 4: Apresentações clínicas de NB.  Locais onde podem ocorrer metástases de NB. 
Adaptado: Maris JM (2010).  

 

1.2.5 Tratamento 

O tratamento do câncer infantil é indiscutivelmente a história mais notável e 

gratificante da terapia do câncer nas últimas cinco décadas. Durante este tempo, 

as taxas de sobrevivência de cinco anos têm aumentado constantemente e 

atualmente é superior a 80% nos países desenvolvidos para todos os locais de 

câncer pediátrico (Hudson MM, et al. 2014) (Figura 5). Enquanto as oportunidades 

para melhorar o resultado são facilmente visíveis para as malignidades 

hematológicas, elas são menos aparentes para os tumores sólidos, embora haja 

exceções. Apesar do sucesso na identificação de tratamentos eficazes para alguns 
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diagnósticos de câncer, no final do século XX, mais de 20% das crianças 

diagnosticadas com câncer ainda sucumbiram à doença, e muitos sobreviventes 

experimentam efeitos em longo prazo que afetam negativamente a sua qualidade 

de vida. Dadas as alterações genômicas distintas associadas com muitos cânceres 

infantis, em comparação aos cânceres adultos, será cada vez mais importante 

identificar e desenvolver agentes que são alvos terapêuticos exclusivos capazes de 

bloquear seletivamente a atividade oncogênica destes cânceres infantis (Smith MA, 

et al. 2014). 
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Figura 5: Taxas de sobrevivência de cinco anos para dois períodos de tempo 
para câncer pediátrico diagnosticada desde o nascimento até 19 anos de idade. 
Sobrevivência de cinco anos é apresentada para todos os locais (Classificação 
Internacional de cânceres infantis) e subtipos histológicos específicos, contrastando os 
resultados para as crianças diagnosticadas entre 1975 e 1979 com aquelas diagnosticados 
entre 2003 e 2009. Os dados foram obtidos no Programa Nacional Instituto do Câncer 
(SEER) com base em casos de pacientes observados através de 2010. Adaptado: Hudson 
M (2014). 

 

A heterogeneidade biológica dos tumores neuroblásticos que ocorre durante 

a infância resulta numa dicotomização das estratégias terapêuticas. Para tumores 

que têm características biológicas favoráveis, há uma tendência de reduzir a 

intensidade terapêutica. Em contraste, a abordagem para tumores com 

prognósticos de características adversas mudou ao longo das últimas duas 

décadas, intensificando a quimioradioterapia (Maris JM, 2010). 

Experimentos realizados na década de 1980 mostraram que linhagens 

celulares de NB podem ser induzidas a se diferenciarem por exposição a 

componentes retinoides (Sidell N, 1982; Thiele CJ, et al. 1985). Estas observações 

levaram a um ensaio clínico randomizado em que a isotretinoína (13-cis-RA) foi 

usada depois da terapia de consolidação mieloablativa em pacientes com NB; o 

risco de recidiva foi reduzido entre aqueles que receberam isotretinoína (Matthay 

KK, et al. 1999).  Embora a isotretinoína faça parte da terapia padrão durante a 

primeira remissão em pacientes com alto risco de NB, ainda há muitas perguntas 

não respondidas sobre a dosagem adequada, variação intraindividual e 

interindividual em características farmacocinéticas, bem como a frequência de 

toxicidades potenciais de longo prazo. 

O tratamento atual para NB de alto risco podem ser divididos em três fases 

distintas: indução da remissão, consolidação da remissão, e finalmente uma fase 
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de manutenção focada na erradicação da doença residual mínima. Os dados 

disponíveis indicam que o aumento da intensidade de quimioterapia de indução 

está associado a melhorias em taxas de resposta e taxas de sobrevida global 

(Cheung NV, et al. 1991).  

Na quimioterapia, os tratamentos atuais incluem ciclos de doses intensivas 

de cisplatina e etoposídeo (VP-16) com doses alternadas de vincristina (VCR), 

doxorrubicina (doxo) e ciclofosfamida (Kushner BH, et al. 1994). Recentemente, 

pesquisadores do Grupo de Oncologia Infantil (COG/EUA) adicionaram topotecano 

a este regime de indução com base em dados que mostram atividade antitumoral 

em casos de recidiva (Längler A, et al. 2002; Garaventa A, et al. 2003; London WB, 

et al. 2010; Park JR, et al. 2006). 

A presença de células-tronco tumorais residuais na medula óssea é a mais 

provável explicação para o fracasso do tratamento. A resistência às drogas é um 

fator importante que limita a eficácia da quimioterapia. Os tumores podem ser 

intrinsecamente resistentes antes de quimioterapia, ou podem adquirir resistência 

durante o tratamento (Kerbel RS, et al.1994). O problema de resistência aos 

medicamentos é complexo, com inúmeros fatores que afetam a sensibilidade, 

incluindo: efluxo acelerado de drogas; ativação de drogas e sua inativação; 

alterações no alvo da droga; metilação de DNA; tratamento de danos induzidos por 

drogas; e evasão de apoptose. Por isso, alterações epigenéticas podem conferir 

aquisição de quimiorresistência em tumores sólidos (Wilson TR, et al. 2006).  

 
1.3 Epigenética 

Epigenética é o estudo das mudanças hereditárias na expressão gênica que 

ocorrem sem uma mudança na sequência do DNA (Wolffe AP, et al. 1999). Em uma 
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definição mais ampla, epigenética estuda as adaptações estruturais nas regiões 

cromossômicas que registram, sinalizam ou perpetuam atividades alteradas (Bird 

A, 2007). A maioria destas alterações hereditárias é estabelecida durante a 

diferenciação e mantidas estavelmente através de múltiplos ciclos de divisão 

celular, permitindo que as células tenham identidades distintas, enquanto contêm 

a mesma informação genética. Esta herdabilidade dos padrões de expressão 

gênica é mediada pelas modificações epigenéticas, as quais incluem acetilação, 

ubiquitinação, fosforilação de histonas e metilação de DNA e remodelação da 

cromatina (Jenuwein T, et al. 2001). O complemento destas modificações, 

coletivamente referido como o epigenoma, fornece um mecanismo para a 

diversidade celular, regulando o acesso a informação genética pela maquinaria 

celular (Sharma S, et al. 2010). 

Alterações genéticas e epigenéticas interagem em todas as etapas do 

desenvolvimento do câncer, trabalhando em conjunto para promover a progressão 

tumoral (Jones PA, et al. 1999). A origem genética do câncer é amplamente aceita; 

no entanto, estudos sugerem que alterações epigenéticas podem ser os principais 

eventos de iniciação em algumas formas de câncer (Feinberg AP, et al. 2006). O 

fato é que as aberrações epigenéticas, ao contrário das mutações genéticas, são 

potencialmente reversíveis e podem ser restauradas ao seu estado normal pela 

terapia epigenética (uso de moduladores epigenéticos), tornando as iniciativas 

terapêuticas promissoras e relevantes (Yoo CB, et al. 2006). Por exemplo, acredita-

se que células que contêm mutações gênicas devem ser mortas ou removidas para 

evitar propagação descontrolada do DNA danificado (Kanherkar RR, et al. 2014). 

Além disso, as mudanças epigenéticas são diferentes das mutações genéticas no 
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sentido de que uma hipermetilação epigenética afeta muitos genes dentro de uma 

única célula tumoral (Coppede, 2014). 

O câncer é uma doença complexa impulsionada por múltiplas alterações 

genéticas e epigenéticas. Compreender as alterações (epi) genéticas e a 

consequente desregulação das vias, que são perturbadas nas células tumorais 

pode fornecer pistas para novas oportunidades terapêuticas. Além disso, tais 

evidências sobre a patologia molecular de um dado tipo de câncer podem oferecer 

marcadores genéticos relevantes clínicos ou assinaturas moleculares para 

avaliação do prognóstico e resposta terapêutica ou predição de risco de recidiva. 

Portanto, como para muitos outros tumores, o NB tem sido alvo de intensivas 

pesquisas epigenômicas (Decock A, et al. 2011). 

As mudanças epigenéticas que afetam a expressão de genes relevantes 

para o desenvolvimento NB foram inicialmente relatadas há mais de uma década 

(Astuti D, et al. 2001; Takita J, et al. 2000) e vários estudos têm sugerido que as 

alterações na metilação do gene e modificação das histonas estão relacionados 

com o resultado do paciente (Barbieri E, et al. 2014; Grau E, et al. 2010; Yang Q, 

et al. 2007; Decock A, et al. 2011). A correlação entre mudanças epigenéticas e o 

comportamento de NB tem sido cada vez mais estudada, especialmente porque a 

análise de sequenciamento nova geração (NGS) de NB tem relatado um número 

muito limitado de mutações somáticas recorrentes antes não reconhecidas (Pugh 

TJ, et al. 2013; Cheung NK, et al. 2012; Sausen M, et al. 2013; Molenaar JJ, et al. 

2012). Além disso, os dados de outros tipos de tumores infantis, particularmente o 

tumor de Wilms e o meduloblastoma, sugerem que as mudanças epigenéticas 

podem ajudar a explicar aspectos pouco conhecidos da apresentação da doença e 
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o comportamento clínico (Batora NV, et al. 2014; Feinberg AP, 2004; Feinberg AP, 

et al. 2004). 

Dois grupos de agentes que provocam modificações epigenéticas serão 

estudados nesse trabalho, os inibidores de histonas desacetilases (HDACi) e os 

inibidores de DNA metiltransferase (DNMTi).  

 

1.3.1 Modificação de histonas 

A estrutura da cromatina é composta de unidades repetidas chamadas de 

nucleossomos, os quais consistem de aproximadamente 146 pares de bases de 

DNA enrolados ao redor de um octâmero de quatro núcleos de proteínas histonas 

(H3, H4, H2A e H2B) (Luger K, et al. 1997) (Figura 6).  

 

 

Figura 6: Representação esquemática do nucleossomo. As histonas fornecem a base 
para o nucleossomo, a unidade básica da estrutura da cromatina. O núcleo do 
nucleossomo é constituído por um octâmero de histona, tetrâmero H3-H4 e dois dímeros 
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H2A-H2B. A dupla hélice do DNA é enrolada em torno (~ 1,7 vezes) do octâmero de 
histonas. Adaptado: Kim YZ (2014). 

Essa estrutura da cromatina define o estado em que a informação genética 

na forma de DNA é organizada dentro de uma célula. Esta organização do genoma 

em uma estrutura compacta e precisa influencia muito nas habilidades dos genes 

de serem ativados ou silenciados (Sharma S, et al. 2010).  

As proteínas histonas contêm um domínio C-terminal globular e uma cauda 

desestruturada N-terminal (Luger K, et al. 1997). As caudas N-terminais das 

histonas podem ser submetidas a uma variedade de modificações covalentes pós-

traducionais, incluindo a metilação, acetilação, ubiquitinação, sumoilação e 

fosforilação específica sobre resíduos. Estas modificações regulam processos 

celulares chave tais como a transcrição, a replicação e a reparação (Kouzarides T, 

2007; Thomas LR, et al. 2015). 

Ao contrário da metilação do DNA, a acetilação nas histonas pode conduzir 

a ativação ou repressão, dependendo de quais os resíduos são modificados e do 

tipo de modificação presente (Sharma S, et al. 2010). A acetilação de histonas abre 

a estrutura de cromatina condensada, reduzindo a afinidade do DNA pelas histonas 

e libertando as caudas das histonas do DNA ligante, permitindo assim que fatores 

de transcrição, co-factores, e complexos RNA polimerase II acessem o DNA. Os 

níveis de acetilação são o resultado do equilíbrio das atividades de enzimas 

denominadas histona acetiltransferase (HAT) e histona desacetilase (HDAC). HATs 

acetilam caudas amino-terminais do aminoácido lisina das proteínas histonas; em 

contraste, as HDACs são enzimas que removem os grupos acetil do aminoácido 

lisina das proteínas histonas, devolvendo o estado basal às histonas ou a repressão 

gênica (Chen HP, et al. 2015; Kazantsev AG, et al. 2008) (Figura 7). 
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Figura 7: Efeito de inibidores de HDAC na remodelação da cromatina e na 
transcrição. a. Níveis de acetilação da histona em resíduos específicos de lisina (K) são 
determinados por meio de reacções simultâneas de acetilação (Ac) e desacetilação, as 
quais são mediadas por histona acetilases (HATs) e histona desacetilases (HDACs). Esta 
acetilação das histonas é vital para estabelecer a estrutura conformacional de complexos 
de DNA-cromatina e a expressão gênica posteriormente da transcrição. b. Ao bloquear a 
reação de desacetilação, os inibidores de HDAC alteram o equilíbrio dos níveis de 
acetilação da histona, levando ao aumento da acetilação, a modificação da cromatina, 
conformação mais relaxada e o aumento da transcrição. Adaptado: Kazantsev AG (2008).  

 

As HDAC estão tipicamente presentes em complexos multiproteicos 

corepressores. Há 18 HDACs identificadas em mamíferos (Verdin E, et al. 2003). 

Estas HDACs podem ser subdivididas em quatro classes (Tabela 1) com base na 

sua homologia com levedura (Bolden JE, et al. 2006). A classe I inclui HDAC1, -2, 

-3, -8 e mostra homologia com Rpd3 em levedura, e é geralmente detectada no 

núcleo. HDACs de classe I são ubiquamente expressas em vários tecidos e 

linhagens celulares de mamíferos (Yang XJ, et al. 2008). A classe II compreende 

HDAC4, -5, -6, -7, -9 e -10, que têm um elevado grau de homologia com a proteína 

Hda1 e podem ser subdivididas em duas subclasses: classes de IIa (HDAC 4, -5, -
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7, E -9) e IIb (HDAC 6 e -10). A classe II exibe expressão específica em tecidos e 

pode transitar entre o núcleo e o citoplasma regulado por fosforilação, a qual sugere 

que as HDACs de classe II podem estar envolvidas na acetilação de proteínas não-

histonas. A classe III consiste em Sirt1, -2, -3, -4, -5, -6 e -7, que são homólogas ao 

repressor transcricional de levedura. A estrutura e função de HDAC classe III são 

distintas de todas as outras HDACs (Michishita E, et al. 2005). A HDAC 11 é o único 

membro das HDACs de classe IV. As HDACs de classes I, II, e IV dividem 

características comuns, tais como a sua dependência do íon zinco para a sua 

atividade enzimática e a inibição por inibidores de amplo espectro de inibidores de 

HDAC, tais como tricostatina A (TSA), ácido hidroxâmico suberoilanilida (SAHA) e 

LB589, enquanto as enzimas desacetilases de classe III são NAD+ dependentes, 

que são insensíveis a TSA (Scroggins BT, et al. 2007).  HDACs têm um aumento 

de expressão em muitos tipos de câncer, incluindo os de ovário, de mama, bexiga 

e outros (Hayashi A, et al. 2010; Muller BM, et al. 2013; Poyet C, et al. 2014) e 

acredita-se que promovem a carcinogênese através da acetilação e interação com 

os reguladores transcricionais. Assim, as enzimas de HDAC são identificadas como 

alvos importantes para a terapia do câncer. Inibidores de HDAC causam mudanças 

no estado de acetilação cromatina e em outras proteínas não-histona, resultando 

em alterações na expressão gênica, indução de apoptose, parada do ciclo celular 

e na inibição da angiogênese e de metástases (Ma X, et al. 2009). 

Tabela 1: Enzimas histona desacetilase: classificação, tamanho de aminoácidos, 
localização celular, funções fisiológicas e disponibilidade de estrutura cristal. Adaptado: 
Mottamal M (2015).  
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Metal dependente 

Classe Membros Tamanho (aa) Localização celular Função fisiológica Cristalografia raio X 

I HDAC 1 483 Núcleo Sobrevivência e proliferação celular Sim 

 HDAC 2 488 Núcleo Proliferação celular e resistência insulina Sim (domínio do núcleo) 

 HDAC 3 428 Núcleo Sobrevivência e proliferação celular Sim 

 HDAC 8 377 Núcleo Proliferação celular Sim 

IIA HDAC 4 1084 Núcleo/citoplasma Regulação de esqueletogênese e gliconeogênese, 
 

Sim (catalítico e domínios 
ricos em glutamina) 

HDAC 5 1122 Núcleo/citoplasma Crescimento e função cardiovascular, gliconeogênese, 
miócitos cardíacos e função celular endotelial 

Não 

HDAC 7 912 Núcleo/citoplasma Diferenciação de timócitos, função endotelial, glicogenêse Sim (domínio catalítico) 

HDAC 9 1069 Núcleo/citoplasma Recombinação homóloga, diferenciação timócitos, função e 
crescimento cardiovascular 

N (estrutura é conhecida 
por 138-158 aa) 

IIB HDAC 6 1215 Citoplasma Motilidade celular, controle da dinâmica do citoesqueleto Sim (dedo de zinco e 
domínios ligantes a 

ubiquitina) 

 HDAC 10 669 Citoplasma Recombinação homóloga, sobrevivência celular mediada por 
autofagia 

Não 

IV HDAC11 347 Núcleo Imunomoduladores na replicação de DNA Não 

NAD+ Dependente 

III SIRT 1 747 Núcleo/citoplasma Envelhecimento, regulação redox, sobrevivência celular, 
regulação do sistema auto-imune 

Sim (domínio catalítico) 

SIRT 2 389 Núcleo Migração, sobrevivência e invasão celular Sim 

SIRT 3 399 Mitocôndria Ciclo da ureia, equilíbrio redox, regulação ATP, metabolismo, 
apoptose e sinalização celular 

Sim 

SIRT 4 314 Mitocôndria Metabolismo energético, regulação ATP, metabolismo, 
apoptose e sinalização celular 

Não 
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SIRT 5 310 Mitocôndria Ciclo da ureia, metabolismo energético, regulação ATP, 
metabolismo, apoptose e sinalização celular 

Sim 

SIRT 6 355 Núcleo Regulação metabólica Sim 

SIRT 7 400 Núcleo Apoptose Não 
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Além disso, a expressão das enzimas HDAC pode ser regulada positiva ou 

negativamente em vários tipos de câncer. No entanto, a maioria dos estudos mostram que 

há uma variação considerável nos níveis de expressão entre tumores da mesma entidade. 

Em geral, a expressão de HDAC classe I tende a ser maior em amostras tumorais em 

comparação com o tecido normal correspondente. Em contraste, a HDAC classe II parece 

ser regulada negativamente, e a alta expressão é correlacionada com um melhor 

prognóstico (Weichert W, 2009). O aumento da atividade de HDAC leva à hipoacetilação 

de proteínas alvo, por exemplo, histonas em regiões promotoras de genes supressores 

tumorais, resultando assim na repressão transcricional (Santos-Rosa H, et al. 2005). 

Curiosamente, mutações em genes que codificam as HDACs são raramente encontradas 

no câncer (Lafon-Hughes L, et al. 2008). 

Dentre os fármacos que inibem a modulação de histonas Vorinostat (Zolinza®), à 

base de hidroxamato, foi o primeiro inibidor HDAC a ser aprovado pelo FDA em 2006 para 

o tratamento de linfoma cutâneo de células T refratário em pacientes que receberam duas 

ou mais terapias sistêmicas anteriormente. É considerado inibidor de todas as HDACs 

dependentes de zinco em concentrações nanomolares. Estudos sugerem que tem efeito 

inibitório fraco em enzimas Classe IIa (Bradner JE, et al. 2010). Vorinostat induz a 

diferenciação celular, por exemplo, de células de eritroleucemia, provoca o aumento dos 

níveis de p21 (regulador de progressão do ciclo celular) e a parada do ciclo celular na fase 

G1. Este composto inibe o crescimento celular em grande parte das linhagens celulares 

tumorais e em modelos animais gera pouca toxicidade (Jones P, et al. 2008). Um segundo 

inibidor de HDAC aprovado pelo FDA para linfoma cutâneo de células T refratário foi 

Romidepsina (Istodax®) em 2009. Romidepsina foi isolado de Chromobacterium 
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violaceum e inibe a atividade de HDAC a concentrações nanomolares. É um pró-fármaco 

que é ativado por um composto denominado tiol (Furumai R, et al. 2002). 

O butirato é sintetizado através da fermentação de fibras não digeríveis por 

bactérias no cólon (Pryde SE, et al. 2002; Barcenilla A, et al. 2000). Também pode ser 

produzido em concentrações muito mais baixas em células de mamíferos através da 

oxidação de ácidos graxos e do metabolismo da glicose (Pouteau E, et al. 2003; Wolever 

TM, et al. 1997) e pode ser encontrado em óleos vegetais e gorduras de animais (Layden 

BT, et al. 2013).  

 

1.3.1.1 Butirato de sódio (HDACi) 

Butirato de sódio (NaB) (Figura 8) é um ácido graxo de cadeia curta com fórmula 

molecular C4H7O2Na, é comumente utilizado em estudos farmacológicos e conhecido pela 

sua ação de inibir HDAC (HDACi), o que resulta em um aumento da acetilação de histona 

(Sealy L, et al. 1978; Candido EP, et al. 1978).  

 

 

Figura 8: Estrutura molecular do butirato de sódio. 

Em vários modelos, como a doença de Huntington, estudos mostram que NaB e 

fenilbutirato, um análogo estruturalmente semelhante, resgatam a acetilação de histona, 

evitando a morte celular neuronal e estendendo o tempo de vida de ratos (Ferrante RJ, et 

al. 2003; Gardian G, et al. 2005). Os mecanismos de ação de NaB são múltiplos, mas 

muitos deles estão relacionados com a regulação da expressão gênica (Berni Canani R, 
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et al. 2012). A capacidade de NaB para reativar genes epigeneticamente silenciados em 

células tumorais, tais como o inibidor do ciclo celular, p21 e a proteína pró-apoptótica Bcl-

2 e, para ativar estes genes em células normais, tem importante implicações para a 

prevenção e terapia do câncer. NaB também tem capacidade de reprimir a angiogênese 

in vitro e in vivo e reduzir a expressão de fatores pró-angiogênicos, incluindo fatores 

indutíveis por hipoxia (HIF-1a) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

(Deroanne CF, et al. 2002; Bolden JE, et al. 2006; Liang D, et al. 2006). 

Em células tumorais, o NaB apresenta atividade antitumoral significativa em vários 

tipos de câncer. Estudos do nosso grupo relataram efeito anti-proliferativo em células de 

neuroblastoma murino (Abujamra AL, et al. 2009) e meduloblastoma humano (Nör C, et 

al. 2013). Outros estudos demonstraram que o NaB induz apoptose em células de 

melanoma metastático aumentando a acetilação e consequentemente aumentando a 

expressão de p53 (gene supressor tumoral, que desempenha um papel importante no 

controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na indução da apoptose) e aumentando a 

expressão de Bax (proteína pró-apoptótica) (Bandyopadhyay D, et al. 2004) e redução do 

nível de Bcl-2 no câncer de mama (Louis M, et al. 2004). Em células tronco tumorais de 

câncer do endométrio, NaB inibiu a proliferação celular (Kato K, et al. 2011). 

1.3.2 Metilação 

A metilação do DNA é uma importante modificação epigenética que está fortemente 

envolvida no controle fisiológico da expressão genômica. Processos de desenvolvimento 

e funções biológicas são fortemente dependentes de padrões de expressão gênica 

hierárquicos. Numerosos processos moleculares controlam a expressão gênica, e a 

metilação do DNA é um desses processos epigenéticos que conduz a repressão 

prolongada da expressão (Lissa D, et al. 2016). A metilação é a modificação epigenética 
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mais comum que envolve a adição do grupo metil a resíduos 5'-citosina e é muitas vezes 

detectada em sequências de dinucleotídeos de CpG (Liu H, et al. 2016). Esse processo 

está frequentemente localizado em regiões promotoras e ocasionalmente em regiões 

reguladoras de transcrição em mamíferos, plantas e até procariotos. A metilação de DNA 

pode ser classificada como hiper ou hipo- metilação, de acordo com o aumento ou 

diminuição dos níveis de modificação genômica, respectivamente. Hipermetilação é uma 

alteração epigenética que muitas vezes leva à inativação de genes a deleções e 

translocações. Células hipermetiladas podem exibir um fenótipo de resistência a drogas 

(Wilson TR, et al. 2006) ou a proliferação celular; em células eucarióticas, a metilação 

pode levar ao silenciamento de genes importantes, tais como os genes supressores 

tumorais, que afetam vias de transcrição, podendo ter como consequência o 

desenvolvimento de doenças como o câncer (Bird A, 2002).  Portanto, a metilação 

considera-se uma característica tumoral, sendo detectada em vários tipos de células 

tumorais, incluindo as do cólon, de mama, de ovário e de câncer de colo de útero, e está 

associada com alterações na expressão gênica específica (Alokail MS, et al. 2015; Brevini 

TA, et al. 2016). 

1.3.2.1 Decitabina e 5-azacitidina (DNMTi) 

 Azanucleosídeos (Figura 9) são ferramentas moleculares que atuam na indução 

da desmetilação de DNA em modelos celulares. No entanto, é sabido que doses elevadas 

podem induzir pronunciada toxicidade em pacientes. Quando esquemas de dosagem 

foram adaptados para aperfeiçoar efeitos epigenéticos, tornou-se cada vez mais 

importante demonstrar a desmetilação de DNA em pacientes. Vários estudos têm 

mostrado que 5-Aza-2'-desoxicitidina (decitabina) pode induzir uma desmetilação 

significativa em pacientes com leucemia e com síndrome mielodisplásica (Mund C, et al. 
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2005; Yang AS, et al. 2006), e resultados adicionais sugerem que azacitidina pode ter 

efeitos epigenéticos comparáveis em pacientes (Gore SD, et al. 2006; Soriano AO, et al. 

2007). 

 

 

Figura 9: Nucleosídeo de citidina (a) e azanucleosideo (b, c), estruturas químicas. As 
porções de açúcar são indicadas em cinza, e as mudanças químicas entre nucleosídeos citidina 
e azanucleosídeos são destacadas em vermelho. Adaptado Diesch J, (2016). 

 

A lógica por trás da terapia de desmetilação é a capacidade de inibidores de DNA 

metiltransferases reverterem o silenciamento gênico induzido pela hipermetilação (Mund 

C, et al. 2006). O silenciamento gênico de supressores tumorais e de outros genes 

relacionados ao câncer induzido pela hipermetilação desempenha um papel fundamental 

na tumorigênese humana (Esteller M, 2007). A reversão destas mutações epigenéticas 

pode, portanto, restaurar o controle de proliferação e a sensibilidade a apoptose. A 

identificação de tais eventos em pacientes submetidos à terapia desmetilação tem sido 

notavelmente difícil. Os nucleosídeos 5-Azacitidina (5-Aza) e decitabina foram 

desenvolvidos como clássicos agentes citostáticos (Sorm F, et al. 1964). Posteriormente, 

foi demonstrado que estes compostos inibem a metilação do DNA em linhagens celulares 
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humanas, o que proporcionou uma explicação mecanicista para a sua atividade de 

modulação à diferenciação (Jones PA, et al. 1980). Estudos anteriores confirmam que a 

atividade máxima de desmetilação foi observada após 48 horas, mostrando que a 

exposição prolongada ao fármaco pode causar respostas mais pronunciadas (Bender CM, 

et al. 1999). Após a absorção celular, os nucleosídeos precisam ser ativados e 

metabolicamente convertidos em um nucletídeo ativo para a inibição da metilação do 

DNA. Após terem sido metabolizados, os azanucleosídeos podem tornar-se substratos 

para a maquinaria de replicação do DNA e serão incorporados no DNA, onde 5-Aza pode 

substituir a citosina. Os dinucleotídeos aza-citosina-guanina são reconhecidos pelas DNA 

metiltransferases como um substrato natural, e as enzimas iniciarão a reação de metilação 

por um ataque nucleofílico. Isto resulta na criação de uma ligação covalente entre o átomo 

de carbono-6 do anel citosina e a enzima (Santi DV, et al. 1984; Chen L, et al. 1991). 
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Figura 10: Mecanismo de 5-aza. a. Um ataque 
nucleofílico do grupo de proteína-tiol na posição C6 
da citosina impulsiona a subsequente transferência 
do grupo metil do doador de metil S-adenosil-L-
metionina. A transferência prossegue através de 
um complexo covalente na posição C6 entre o DNA 
e a proteína DNMT. O complexo é resolvido através 
de uma reação β-eliminação resultando na 
liberação da enzima DNA metiltransferase ativa. b. 
Inibição baseada em mecanismo de DNMTs por 
conter azacitosina-DNA. O complexo covalente em 
C6 não pode ser resolvido através de β-eliminação, 
devido à presença de um átomo de nitrogênio na 
posição 5. Covalentemente DNMTs são 
degradadas, resultando na depleção de DNMTs 
celulares. Adaptado: Stresemann C, (2008). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ligação é normalmente resolvida por β-eliminação através do átomo de carbono-

5, mas a reação é bloqueada com azacitidina, em que o carbono-5 é substituído pelo 

nitrogênio. Assim, a enzima permanece covalentemente ligada ao DNA, e a sua função 

DNA metiltransferase é bloqueada. Além disso, a ligação covalente da proteína também 

compromete a funcionalidade do DNA que ativa as vias de sinalização de reparo, 



 
 

49 

 

resultando na degradação de DNA metiltransferase (Figura 10). Como consequência, a 

marca da metilação torna-se perdida durante a replicação do DNA. 

Estudos mostraram que o pré-tratamento de linhagens celulares de NB com 5-Aza-

dC significativamente aumentou a sensibilidade a apoptose induzida por cisplatina, VP-16 

e doxo. Interessantemente, as linhagens celulares de NB variam no seu grau de 

desmetilação de DNA em resposta a 5-Aza-dC, associado à expressão alterada de 

enzimas e transportadores envolvidos no metabolismo de 5-Aza-dC (Charlet J, et al. 

2012).   

Além disso, alguns estudos usaram a combinação TSA e 5-Aza-dC. Genes que são 

novamente expressos após tratamento com 5-Aza-dC e / ou TSA (reativada) podem ser 

silenciados devido a metilação do DNA /modificações de histonas. Esta abordagem pode 

ser aplicada apenas em linhagens celulares em que ocorre desmetilação após várias 

divisões celulares (Decock A, et al. 2011). 

Assim como em outros tipos de câncer, é claramente mostrado que NB é uma 

doença regulada por mecanismos epigenéticos (Figura 11). As abordagens de genes 

candidatos conduziram à descoberta de regiões metiladas em vias relacionadas com a 

apoptose em NB. Os genes supressores tumorais "clássicos" não mostram um sinal claro 

de metilação em NB (Decock A, et al. 2011).  
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Figura 11: Representação esquemática dos mecanismos de ação de HDACi (NaB) e DNMTi 
(5-Azacitidina). NaB permite a transcrição gênica, inibindo a retirada do grupo acetil da cauda de 
histonas realizado pelas enzimas HDAC. A 5-Azacitidina ativa a transcrição gênica através da 
inibição de enzimas DNA metiltransferase, não ocorrendo o silenciamento gênico. Adaptado: 
Griffiths EA, (2008).  

 
 
 
1.4 Terapia de diferenciação  

Os últimos 50 anos nos mostram que o tratamento de pacientes com câncer, em 

abordagens convencionais (por exemplo, agentes citotóxicos convencionais, anticorpos 

direcionados ou inibidores de moléculas pequenas) não é suficiente para curar uma 

proporção significativa de pacientes com câncer (Cruz FD, et al. 2012). 

A terapia de diferenciação é uma modalidade terapêutica destinada à reativação 

endógena do programa de diferenciação em células cancerosas com subsequente 

maturação tumoral celular e perda concomitante do fenótipo do tumor; pelo trabalho de G. 

Barry Pierce, pode-se traçar as origens conceituais da terapia de diferenciação, que 

postulou que células malignas podem diferenciar-se em células não malignas (Pierce GB, 

et al. 1971; Pierce GB, 1983). Uma desvantagem da terapia de diferenciação é a 
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inferioridade teórica e prática em comparação às abordagens citotóxicas novas e até 

mesmo às convencionais. A terapia diferenciação faz alusão a um processo mais 

complexo de transição de câncer para o tecido normal (Cruz FD, et al. 2012).  

 

1.4.1. Vitamina A 

A vitamina A e seus derivados (retinoides) exercem uma grande variedade de 

efeitos sobre desenvolvimento embrionário, crescimento celular, diferenciação e 

apoptose. A vitamina A não pode ser sintetizada por qualquer espécie animal e é obtida 

somente através da dieta, na forma de retinol, éster de retinol, ou β-caroteno, tendo sido 

usada para o tratamento de cegueira noturna por milhares de anos (Bushue N, et al. 2010). 

Após a ingestão, a vitamina A é armazenada como ésteres de retinil em células 

hepáticas. Retinol é reversivelmente oxidado por retinol desidrogenases para produzir 

retinal. Subsequentemente, retinal pode ser irreversivelmente oxidado em all trans ácido 

retinoico (ATRA) por retinal desidrogenases, e adicionalmente oxidado pelas enzimas do 

citocromo P450 (principalmente CYP26) no tecido hepático. Retinol tem cinco isoformas 

biologicamente ativas que incluem ATRA, 11-cis, 13-cis, 13-di-cis e 9-cis, sendo ATRA a 

forma fisiológica predominante e um retinoide endógeno com atividade biológica (Napoli 

JL, 1996; Achkar CC, et al. 1996; Buck J, et al. 1991). ATRA isomeriza em condições 

experimentais e fisiológicas. A forma all-trans retinol circula no sangue ligado a proteína 

sérica retinol (RBP). Dentro das células, all-trans retinol e seu produto de oxidação, all-

trans retinal, estão associadas com diferentes isoformas de proteínas ligantes ao retinol 

celular (CRBP), enquanto ATRA liga-se intracelularmente em isoformas proteicas ligantes 

ao ácido retinoico (CRABP) (Bushue N, et al. 2010) (Figura 12). 

Ácido retinoico (RA) regula a expressão gênica pela ligação ao seu receptor 

nuclear, que por sua vez ativa a transcrição de genes alvo downstream. Assim, os 
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retinoides exercem suas funções biológicas principalmente pela regulação da expressão 

gênica. Os retinoides apresentam duas classes distintas de receptores: receptores de 

ácido retinoico (RAR) e receptores x retinoides (RXR). Cada receptor contém três subtipos 

– α, β, e γ. RARs podem ser ativados tanto por ATRA quanto por 9-cis-RA, enquanto que 

os RXR são exclusivamente ativados por 9-cis-RA. No entanto, devido à conversão de 

ATRA em 9-cis-RA, a altas concentrações micromolares, ATRA pode ativar a transcrição 

gênica em células transfectadas com RXRs (Heyman RA, et al. 1992).  

Os RXR podem formar homo e heterodímeros com outros receptores, sendo 

receptores promíscuos que formam heterodímeros com muitos tipos diferentes de 

receptores, os quais incluem receptores para os ácidos graxos e RA (RAR).  Estes 

receptores ativados por seus ligantes regulam a transcrição de genes através da ligação 

a elementos responsivos ao ácido retinoico (RAREs) em regiões promotoras de genes 

responsivos (Bastien J, et al. 2004). 
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A expressão alterada dos receptores de RA está também associada com 

transformação maligna de tecidos animais ou células cultivadas. Além disso, retinoides 

suprimem carcinogênese em modelos animais com tumores na pele, em regiões orais, 

pulmão, mama, bexiga, ovário e próstata (Bukhari MH, et al. 2007; Wang Y, et al. 2009; 

Pisano C, et al. 2007; Shah RK, et al. 2001; Li Y, et al. 2008; Moon RC, et al. 1994; Liu B, 

et al. 2005).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 12: Vias de sinalização dos retinoides. Os retinoides absorvidos dos alimentos são 
convertidos em retinol e ligam-se a CRBP no intestino. Em seguida, o retinol é convertido em 
ésteres de retinil e entra na circulação sanguínea. O fígado tira os ésteres de retinil, que são 
convertidos em complexo retinol-RBP no hepatócito. No soro, o complexo retinol-RBP é ligado a 
transtirretina (TTR) em uma proporção de 1: 1 para evitar eliminação pelos rins e para assegurar 
que o retinol seja entregue à célula alvo. A captação de retinol pela célula alvo é mediada por uma 
proteína transmembrana, que é um receptor de RBP. Na célula alvo, retinol liga-se a CRBP ou é 
oxidado para retinaldeído pela desidrogenase de retinol (RDH) numa reação reversível. Em 
seguida, retinaldeído pode ser oxidado por retinaldeído desidrogenase (RALDH) para RA. Na 
célula alvo, RA liga-se a CRABP ou entra no núcleo e liga-se a receptores nucleares para regular 
a transcrição gênica. Alternativamente, RA pode mediar mecanismos de vias não genômicas e 
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regula a função celular. Os hepatócitos não apenas processam os retinoides, mas também são as 
células alvo. Além disso, os hepatócitos localizados próximos do local de armazenamento. Assim, 
a sinalização mediada pelo retinoide deve ter um profundo efeito na regulação de função e fenótipo 
dos hepatócitos. Adaptado: Bushue N (2010). 

 

Na fase embrionária, os retinoides controlam a proliferação, migração e 

diferenciação de células progenitoras derivadas da crista neural e, no desenvolvimento de 

neurônios simpáticos, RA coopera com proteína morfogênica óssea-2 (BMP-2) para tornar 

células sensíveis a fatores neurotróficos, tais como fator neurotrófico derivado da glia 

(GDNF) e neurotrofina 3 (NT3) (Thang SH, et al. 2000; Wyatt S, et al. 1999). In vitro, os 

retinoides induzem parada do crescimento celular na fase G1 do ciclo celular e induzem 

diferenciação em linhagens celulares NB humanas (Westermark UK, et al. 2011; Thiele 

CJ, et al. 1985). 

Os retinoides também exercem efeito através de vias independentes de transcrição, 

o que pode ocorrer na presença ou ausência de receptores nucleares. Os retinoides 

mediados por RARs inibem AP-1 (regulador de proliferação celular) (Fanjul A, et al. 1994). 

RA também inibe a atividade de NFkB em ratos (Austenaa LM, et al. 2004). Mediado 

através RARβ, RA pode alterar o nível de Ca ++ intracelular e, assim, controla a ativação 

de PI3K em células neurais (Liao YP, et al. 2004; Chen N, et al. 2008; Masiá S, et al. 

2007).   

Além disso, os retinoides são amplamente utilizados para o tratamento de doenças 

dermatológicas e visuais. O seu efeito sobre a prevenção do câncer e tratamento tem 

recebido muita atenção, sendo propostos como potenciais agentes quimioterapêuticos e 

quimiopreventivos. Estudos epidemiológicos mostram que uma menor ingestão de 

vitamina A resulta em maior risco de desenvolver câncer, o que corrobora com as 

observações em animais deficientes em vitamina A (Sun SY, et al. 2002).  
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 Retinoides induzem a diferenciação neuronal e a parada de crescimento celular em 

algumas linhagens celulares de NB (LA-N-5, LA-N-1, SMS-KCNR) (Sidell N, 1982; Thiele 

CJ, et al. 1985), mas têm pouco efeito sobre as outras (SK-N-AS, SH-EP) (Gaetano C, et 

al. 1991). O uso de agonistas seletivos ao receptor indica que tanto o RAR como o RXR 

são necessários para os efeitos máximos sobre o crescimento e diferenciação. O processo 

de diferenciação inclui elaboração de extensos processos neuríticos que são estrutura e 

eletrofisiologia semelhantes aos neurónios normais, diminuição de um número de proto-

oncogenes N-myc, c-myb (Thiele CJ, et al. 1988; Guglielmi L, et al. 2014); mostrou-se que 

os genes B-myb e o aumento em TrkB e receptores RET e sua proteína cinase induzem 

neuritos em células NB (Kaplan DR, et al. 1993; D'Alessio A, et al. 1995; Shiohira H, et al. 

2012). 

ATRA é o retinoide natural mais abundante e usado para tratamento de linfoma, 

leucemia, melanoma, câncer de pulmão, câncer cervical, câncer renal, NB e glioblastoma 

(Bushue N, et al. 2010). O uso mais efetivo de ATRA em doenças humanas foi 

demonstrado no tratamento de uma leucemia rara, a leucemia promielocítica aguda (APL) 

(Bushue N, et al. 2010). Em um ensaio clínico randomizado, o uso de isotretinoína (13-

cis-RA) após a consolidação da terapia mieloablativa em pacientes com NB reduziu o risco 

de recidiva entre aqueles que receberam o fármaco (Matthay KK, et al. 1999). Além disso, 

a isotretinoína faz parte da terapia padrão seguida por transplante de células-tronco 

hematopoiéticas autólogas e manutenção com 13-cis-RA para o tratamento de doença 

residual mínima, levando a uma taxa de sobrevivência livre de doença 3-anos (DFS) de 

cerca de 50% (Masetti R, 2012), e atualmente é usada em associação com Dinutuximab 

(anticorpo monoclonal), aprovado pelo FDA (Yu AL, et al. 2010).   
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A Fenretinida, um retinoide sintético que exerce a atividade antitumoral em modelos 

de NB, através da indução de apoptose, foi proposto como uma alternativa ou retinoide 

adicional para ser utilizado como alvo em células residuais que sobrevivem após 

quimioterapia intensiva (Wang H, et al. 2001; Garaventa A, et al. 2003).  

Antes da terapia de diferenciação baseada em ácido retinoico para leucemia 

promielocítica aguda (APL), com a utilização de várias quimioterapias citotóxicas, as taxas 

de remissão tiveram uma progressiva melhora de 50 para 80%, dos quais apenas cerca 

de 35% sobreviveriam por mais tempo. No entanto, com a utilização de ácido retinoico e 

quimioterapia, mais de 90% dos pacientes recentemente diagnosticados com APL pôde 

conseguir uma remissão completa, e cerca de 75% pôde ser curada (Stone RM, et al. 

1988; Kantarjian HM, et al. 1986; Cunningham I, et al. 1989; Tallman MS, et al. 1997; 

Tallman MS, et al. 2002; De Botton S, et al. 1998; Testi AM, et al. 2005; Fenaux P, et al. 

2000; Mandelli F, et al. 1997; Sanz MA, et al. 1999).  
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HIPÓTESE 

 

A hipótese deste trabalho é que a modulação epigenética associada a tratamento 

com retinoides tenha maior eficácia do que monoterapia com cada classe desses agentes 

na inibição do crescimento de neuroblastoma. 

 

OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito de retinoides e moduladores epigenéticos em células 

de neuroblastoma humano in vitro. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinação do efeito dos tratamentos com retinoides, HDACi e DNMTi, sobre a 

proliferação e viabilidade celular em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2); 

 Avaliação do ciclo celular após os tratamentos citados em células SH-SY5Y e SK-

N-BE(2); 

 Análise de marcadores de indiferenciação e diferenciação (β3tubulina; bmi1, n-

myc; p21;c-myc; histona H3, NeuN, ERK, Mecp2) na população de células SH-

SY5Y e SK-N-BE(2) após os tratamentos de 72h; 

 Avaliação da morfologia celular utilizando β3tubulina após os tratamentos citados 

em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2); 

 Avaliação da acetilação de histona H3 após o tratamentos citados em células SH-

SY5Y e SK-N-BE(2) por ELISA. 
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Capítulo I 

 

Combined Treatments with a Retinoid Receptor Agonist and 
Epigenetic Modulators in Human Neuroblastoma Cells 

 
Situação: Manuscrito publicado em 10/11/2016 

Revista: Molecular Neurobiology 
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Capítulo II 

Resultados adicionais 
 

A seguir são apresentados resultados adicionais do presente estudo que não foram 

anexados no manuscrito. 

Introdução 

As células de NB, quando submetidas aos tratamentos após 30h, apresentaram 

diferentes fases do ciclo celular, por essa razão decidimos investigar a morfologia nuclear, 

já que alguns tratamentos reduziram a ploidia na população celular. A análise de 

morfometria nuclear (NMA) é uma técnica que fornece informações sobre as alterações 

celulares baseadas na morfometria nuclear (Filippi-Chiela EC, 2012). Alterações da 

morfologia nuclear e textura da cromatina são classicamente descritas por patologistas 

como critérios para a diferenciação de tecidos e tumores (Misteli T, 2005; Metze K, 2013).  

Além disso, o presente estudo investigou a acetilação de histonas H3 após 24h de 

tratamento, visto que NaB é um inibidor das histonas desacetilases. A acetilação é 

controlada por duas famílias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e as 

histonas desacetilases (HDAC). O desequilíbrio da acetilação e desacetilação das 

histonas em regiões promotoras contribui para a desregulação da expressão gênica e tem 

sido associado à carcinogênese e à progressão do câncer (Kouzarides T, 1999; Lehrmann 

H, et al. 2002). Tanto histonas acetiltransferases (HAT) quanto histonas desacetilases 

(HDAC) têm importante papel na regulação da expressão gênica através da modificação 

da cromatina (Roth SY, et al. 2001; Thiagalingam S, et al. 2003).  
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Materiais e Métodos 

Análise Morfométrica Nuclear (NMA)  

As células foram fixadas com paraformaldeído 4% em PBS 1X, lavou-se com PBS 

1X, e a solução de coloração de núcleos (4 ', 6- diamidino - 2 - fenilindol, DAPI - em 1 ul / 

ml de PBS e Triton X-100 a 0,1%) foi adicionada durante 30 minutos. As fotografias foram 

obtidas utilizando microscópio de fluorescência invertido, e as imagens foram analisadas 

usando o programa Image Pro Plus 6.0 (IPP6-Media Cybernetics, EUA). Tamanho 

nuclear, esfericidade do núcleo, aspecto do núcleo da razão dos raios maior e menor da 

elipse equivalente ao objeto, razão entre o maior e menor raio do núcleo, razão entre a 

área do núcleo e a área de sua caixa delimitadora inferida foram quantificados e 

agrupados como Índice de Irregularidade Nuclear (NII). Os núcleos foram classificados 

como normais (N), núcleos grandes e regulares (LR), núcleos grandes e irregularres (LI), 

núcleos com tamanho normal e irregularres (I), núcleos pequenos (S), núcleos pequenos 

e regulares (SR) e núcleos pequenos e irregularres (SI). Essa classificação possibilita 

delimitar o estado do núcleo nas seguintes etapas: apoptose, senescência e 

irregularidades nucleares como aquelas apresentadas por células em processo de 

catástrofe mitótica (Filippi-Chiela, et al. 2012). 

 

 

Acetilação de histonas H3 

 As células foram tratadas com 1 mM de Nab; 5-Aza 1 uM; ATRA 100 mM; NAB 1 

mM com 5-Aza 1 PM; NAB 1 mM com ATRA 100 nM. As células foram lisadas com uma 

solução de lise tampão, de acordo com as instruções do fabricante (PathScan® acetilado 
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Histona H3 Sandwich ELISA KIT, Cell Signaling, EUA). Após, a placa foi lida por 

determinação espectrofotométrica.  

Os dados de NMA e Western Blot são apresentados como média ± erro padrão da média 

(SEM). A análise estatística foi realizada por análise de uma via de variância (ANOVA) 

seguida do teste post-hoc de Tukey para comparações múltiplas de pelo menos três 

experiências independentes para cada experimento. Os valores de P sob 0,05 foram 

considerados significativos. As análises foram realizadas utilizando o software GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, EUA). 

 

Resultados e Discussão 

 O NMA, em células SH-SY5Y, nos mostra que ocorre alteração da morfologia 

nuclear. Observou-se um aumento de percentagem de núcleos irregulares após 

tratamento com ATRA 100 nM (Fig. 1a) em relação ao grupo de células controle, sugerindo 

que um número mais elevado de células entrou catástrofe mitótica ou outro dano nuclear. 

Observou-se também, em SK-N-BE (2), que as células tiveram um aumento significativo 

na área de núcleos normais no tratamento de ATRA 100 nM (Fig. 1b), indicando que estas 

células, quando submetidas a ATRA, apresentam núcleos maiores que outros 

tratamentos, o que pode sugerir o início de um processo de senescência (Jung JK, et al. 

2010). Senescência é um processo de parada irreversível na proliferação que ocorre em 

células expostas a situações de estresse, seja ele disparado por sinais endógenos ou 

induzido exogenamente (Kuilman T, et al. 2010). A senescência celular tem papel 

importante no envelhecimento celular e na perda de função tecidual nos organismos 

eucariotos ao longo da vida. Além disso, a indução de senescência após um estresse 

celular evita a proliferação de células potencialmente tumorais, o que torna este 
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mecanismo um dos principais supressores tumorais endógenos (Michaloglou C, et al. 

2005; Vargas J, et al. 2012). Inibidores de cinase dependentes de ciclina, tais como p16, 

p21 e p27, são considerados como efetores de senescência celular (Bringold F, et al. 

2000; Park SH, et al. 2011).  Consistentemente, observou-se o aumento da 

expressão de p21 (Fig. 1c e 1d) corroborando com a indução de senescência celular pelo 

ATRA, o qual regula positivamente, pelo menos, um dos inibidores de cinase, p16, p21, e 

p27 (Zhu X, et al. 2014).  

a 

 

b 
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c       d 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Análise morfométrica nuclear e expressão p21. a,b Após 30 h de tratamento, os núcleos 
foram analisados de acordo com a área nuclear e o índice de irregularidade nuclear (N normal, LR 
núcleos senescentes, LI núcleos grandes e irregularres, e I núcleos irregularres), em células SH-
SY5Y e SK-N-BE (2). Média e desvio padrão. N = 3 experimentos independentes; * P <0,05, em 
comparação com células controle. c, d expressão representativa de p21 realizada 72 horas após 
o tratamento em células SH-SY5Y e SK-N-BE (2), respectivamente. A proteína p21 teve aumento 
de expressão no tratamento com ATRA 100 nM em células de SK-N-BE (2). 

Para abordar a especificidade do modulador epigenético, as células de NB foram 

tratadas com NaB e foi realizado ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) da histona 

H3 acetilada. 

Em ambas as linhagens celulares, após 24 h submetidas a diferentes tratamentos, 

apenas NaB 1 mM, NaB 1 mM com ATRA 100 nM e NaB 1 com 5-Aza 1 uM pareceram 

p21 

LC 

1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9 
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aumentar o nível proteico da histona H3 acetilada (Fig. 2a e 2b), o que nos mostra o efeito 

específico de NaB. 

Além disso, investigamos também o nível da proteína histona H3 por Western Blot. 

Após 72h de tratamento, as proteínas foram extraídas.  O tratamento combinado NaB 1 

mM com ATRA 100 nM reduziu significativamente o nível da proteína histona H3 nas duas 

linhagens celulares em relação grupo de controle (Fig. 2c e 2d). Tanto 5-Aza como ATRA 

recrutam HATs (Marlétaz F, et al. 2006).  Além disso, investigou-se a expressão de 

MECP2, uma proteína que se liga a dinucleotídeos CpG metilados e atua no silenciamento 

gênico, causando alterações na estrutura da cromatina por meio de interações com co-

repressores, tais como histona desacetilases (Jones PL, et al. 1998). Os níveis de proteína 

de MECP2 correlacionam com baixa expressão em tratamentos NaB (Fig. 2c e 2d) porque 

NaB é HDACi, e a função de MECP2 é conectar-se a regiões metiladas; quando isso 

acontece, recruta HDAC, fazendo com que ocorra o silenciamento do gene (Pierce GB, et 

al. 1971).  

a       b   
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c        d  

    

Figura 2. Efeitos após acetilação de histona H3. a, b gráfico representativo da acetilação de 
histona H3 em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2), respectivamente. NaB 1 mM, NaB 1 mM com 
ATRA 100 nM e NaB 1 mM com 5-Aza 1 uM parecem aumentar o nível da proteína histona H3 
acetilada em ambas as linhagens celulares. c, d Western blot mostra os níveis de histona H3 e 
MeCP2; o tratamento de NaB diminuiu os níveis de expressão das proteínas em tratamentos 
combinados. Os valores mostrados acima das bandas representam a quantificação de proteínas 
em comparação com células controle. Loading Control (LC) é o controle para a quantidade de 
proteínas aplicada, como visto na membrana corada com azul de Coomassie. N = 3 experimentos 
independentes; * P <0,05, ** P <0,01, *** p <0,001 em comparação com células controle. 
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DISCUSSÃO  
 

Os avanços no campo da epigenética em câncer levaram à percepção de que o 

empacotamento do genoma é potencialmente tão importante como o próprio genoma na 

regulação de processos celulares essenciais necessários para preservar a identidade e 

também a origem da doença. Uma compreensão mais profunda dos padrões dessas 

modificações epigenéticas e suas mudanças correspondentes no câncer permitiram a 

concepção de melhores estratégias de tratamento (Sharma S, et al. 2010; Kanherkar RR, 

et al. 2014). 

Uma abordagem combinatória utilizando diferentes terapias epigenéticas aproxima-

se da quimioterapia padrão apresentando uma significativa promessa para o sucesso do 

tratamento do câncer no futuro. Essas abordagens podem também ajudar na 

sensibilização das células tumorais, especialmente as células-tronco tumorais, que são 

refratárias à quimioterapia padrão. Uma maior compreensão e o desenvolvimento de 

drogas epigenéticas específicas podem ser a chave para a nossa capacidade de redefinir 

com êxito o epigenoma do câncer. (Sharma S, et al. 2010; Futscher BW, 2013). 

A natureza reversível das modificações epigenéticas torna-se atraente para novos 

alvos terapêuticos antitumorais. Atualmente, um espectro de drogas epigenéticas estão 

em ensaios clínicos, incluindo inibidores de histona desacetilase, inibidores de histona 

desmetilase, inibidores de DNA metiltransferase e inibidores bromodomínio (Kazanets A, 

et al. 2016). Atualmente, o tratamento com drogas epigenéticas está implementado em 

ensaios clínicos de cânceres infantis (tabela 2). Em estudos anteriores, o tratamento de 

células de NB com SAHA, TSA, VPA mostrou redução na viabilidade e na proliferação 

celular (He W, et al. 2016).  
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Os efeitos colaterais dos HDACi são baixos quando comparados com quimioterapia 

citotóxica (Hainsworth JD, 2011). Infelizmente, a quimioterapia citotóxica deixa 

sobreviventes em longo prazo com uma variedade de problemas de saúde crônicos 

(Geenen MM, et al. 2007; Oeffinger KC, et al. 2006): diminui o estado de saúde, incluindo 

limitações (Bhatia S, et al. 2007; Hudson MM, et al. 2003; Ness KK, et al. 2005; Ness KK, 

et al. 2006), déficits de qualidade de vida e transtornos psicossociais (Schultz KA, et al. 

2007;  Speechley KN, et al. 2006; Zebrack BJ, et al. 2004; Zebrack BJ, et al. 2002), 

excesso de risco de mortalidade precoce (Mertens AC, 2007) desenvolvimento músculo-

esquelética, maturação esquelética (Hudson MM, 2008).  

Além disso, estudos pré-clínicos identificaram que o efeito antitumoral de HDACi 

pode ser aumentado quando combinado com retinoide e proporcionam uma base racional 

para a combinação destes dois compostos em estudos clínicos (Epping MT, et al. 2007; 

Epping MT, et al. 2009).  

Assim, o tratamento com retinoides é amplamente utilizado em diversos tumores 

pediátricos. Em NB não é diferente: diversos estudos demonstraram efeitos sinérgicos 

quando há a combinação de HDACi e retinoides, sendo necessária para melhorar a 

atividade antitumoral (Kato Y, et al. 2007; Spiller SE, et al. 2008).  

HDACi provocam alterações de acetilação no estado de cromatina e em outras 

proteínas não-histonas, resultando em alterações na expressão gênica, indução de 

apoptose, parada do ciclo celular, inibição da angiogénese e metástases (Ma X, et al. 

2009; Rajendran P, et al. 2011). A hipermetilação do DNA tem sido frequentemente 

relatada em NB, a inativação de genes podem desempenhar um papel na 

quimiorresistência, como de genes supressores de tumores, incluindo INK4a p16 (p16) e 
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o receptor de ácido retinoico RARβ, que são silenciados por metilação do DNA (Merlo A, 

et al. 1995; Herman JG, et al. 1996;  Cote S, et al. 1998); CASP8, um importante iniciador 

de apoptose (Teitz T, et al. 2000); RASSF1A (Hoebeeck J, et al. 2009), um regulador de 

parada de ciclo celular,  parada da mitose e a apoptose (Donninger H, et al. 2007; Vos 

MD, et al. 2000). Os DNMTi, tais como 5-Azacitidina e decitabina, têm sido utilizados com 

sucesso para re-sensibilizar as células tumorais a drogas quimioterapêuticas (Chen G, et 

al. 2009; Li M, et al. 2009; Mirza S, et al. 2010; Shang D, et al. 2009; Schnekenburger M, 

et al. 2011). No estudo clínico de fase II, chamado DECIDER, que está em andamento, 

pacientes com mais de 60 anos com leucemia mieloide aguda, randomizados, receberam 

decitabina, ácido valpróico (VPA-HDACi), decitabina com VPA, decitabina com ATRA e 

decitabina em combinação com VPA e ATRA (Grishina O, et al. 2015).  

No desenvolvimento desse trabalho, descobrimos que o tratamento combinado de 

NaB com ATRA e 5-Aza com ATRA apresentou uma significativa redução na proliferação 

celular em longo prazo, sugerindo que a associação de moduladores epigenéticos e 

moduladores retinoides em ambas as linhagens celulares de NB é eficiente. Além disso, 

no tratamento com o agente único, há uma redução na proliferação celular nos primeiros 

dias avaliados por CPD, porém eventualmente as células retomam o crescimento celular 

ao longo dos dias. Esse resultado é de extrema importância e nos mostra uma 

aproximação aos tempos utilizados em ensaios clínicos, dado que até então não há relatos 

in vitro em NB. Isso nos mostra que, mesmo após o tratamento de 72h, com a retirada dos 

agentes, seus efeitos antiproliferativos perduram por mais tempo. 

NB constitutivamente expressa RARα; RARβ RARγ e RXR, embora os níveis de 

RARβ sejam reduzidos em comparação com RARα e RARγ (Li C, et al. 1994). O 

tratamento com concentrações nanomolares de retinoides é suficiente para aumentar a 
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expressão RARβ e induzir a extensão de neuritos (filamentos celulares); no entanto, 

concentrações micromolares são necessárias para inibir significativamente o crescimento 

celular sob condições de cultivo convencionais (Matsumoto K, et al. 1995). A expressão 

de RARβ é frequentemente reduzida em muitos tecidos neoplásicos quando comparados 

com as células normais, incluindo o câncer de pulmão de células não pequenas, 

carcinomas de células escamosas da cabeça e pescoço, câncer de mama e NB (Cheung 

B, et al. 1996; Castillo, et al. 1997; Picard E, et al. 1999).  

 Os receptores nucleares do ácido retinoico foram analisados por RT-PCR; após 24 

horas de tratamento, apenas o RARβ parece ter uma expressão diferenciada em células 

SK-N-BE(2). Essas células são classificadas em subtipo 2A, que frequentemente 

apresentam deleção cromossômica 3p do receptor RARβ. A presença dessa deleção pode 

desempenhar um papel crucial no fenótipo tumoral agressivo (Hoebeeck J, et al. 2007), 

por isso a baixa expressão em células controle de SK-N-BE (2). Nos tratamentos com 

ATRA e a combinação de NaB com ATRA, houve aumento da expressão, o que sugere 

sua ativação como gene supressor tumoral, confirmando a redução significativa de 

proliferação celular no início do CPD. A alta expressão RARβ tem sido associada com 

bom resultado clínico em NB, e estudos têm mostrado que o aumento da expressão desse 

gene, através de transfecção, aumenta a capacidade de resposta em algumas linhagens 

celulares de NB a ácidos retinoicos (Cheung NK, et al. 1998). Além disso, avaliou-se a 

expressão de algumas proteínas relacionadas a vias de proliferação celular, diferenciação 

e indiferenciação. Em células tumorais, a síntese de proteínas está fortemente elevada, 

devido à ativação de oncogenes promover a expressão de proteínas mutantes e / ou a 

expressão de proteínas em excesso durante a tumorigênese e a progressão tumoral 

(Chang I, et al. 2016; Hetz C, et al. 2013). 
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 MYCNé a  proteína mais descrita em células de NB,  pertence à família de genes 

myc, c-myc, mycn e mycl, envolvidos também na biologia de muitos tipos de câncer. Eles 

codificam proteínas com zíper de leucina – estrutura hélice-volta-hélice que é encontrada 

como heterodímeros com sua proteína obrigatória, MAX (Adhikary S, et al. 2005). O 

heterodímero MYC-MAX liga-se a locais centrais de ligação consenso do DNA, 

conduzindo à ativação da transcrição de genes alvo. O aumento de atividade dos fatores 

de transcrição MYC contribui para a proliferação celular, inibição da diferenciação, 

crescimento celular, angiogênese, redução da adesão celular, metástase e instabilidade 

genômica (Adhikary S, et al. 2005; Prochownik EV, et al. 2007). Em contraste, fatores de 

transcrição MYC, incluindo n-Myc, também sensibilizam as células para a apoptose, uma 

função que deve inibir a formação de tumores e que poderia também estar envolvida na 

regressão de tumores espontâneos (Fulda S, et al. 1999). Um subconjunto de NB com 

cópia única MYCN (não amplificado) apresenta regressão espontânea tumoral, 

característica frequente em NB. Notavelmente, MYCNdesempenha um papel 

fundamental em vias de sinalização celular envolvidas em proliferação, tais como PI3K / 

AKT / mTOR ou MAPK / ERK (Boon K, et al. 2001). Nas linhagens de NB utilizadas, 

observamos uma reduzida expressão proteica de n-Myc; em tratamentos combinados, 

não foi significativa, mas parece sugerir que esta baixa expressão reitera o efeito 

antiproliferativo visto em ensaios de proliferação celular.  

 Nessa mesma família de proteínas, c-Myc, um proto-oncogene que codifica um 

fator de transcrição, desempenha um papel crucial em diversos processos biológicos, 

tais como proliferação celular, crescimento celular, apoptose, metabolismo, aderência, 

síntese de proteínas, replicação do DNA e a angiogênese (Dang CV, et al. 2006; Oster 

SK, et al. 2002; Secombe J, et al. 2004). Aqui, nós mostramos uma redução significativa 
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na expressão em todos os tratamentos em células SK-N-BE(2). É consistente com 

evidências anteriores que mostram que a diferenciação induzida por retinoide e inibição 

da proliferação em células NB é acompanhada por uma redução nos níveis de c-Myc 

(Hammerling U, et al. 1987; Stio M, et al. 2001). Notavelmente constatamos esses dados 

nas alterações morfológicas celulares e na análise de CPD.  

ERK, participa da via de sinalização que pode ser ativada por mitógenos e citocinas 

para estimular a proliferação celular (Fulda S, 2009). Ativações aberrantes das vias PI3K 

e ERK são observadas em vários tipos de câncer, e, portanto, eles são alvos importantes 

para a terapia antitumoral (Hölzel, et al. 2010; Caino MC, et al. 2009). Estudos relatam 

que PI3K/AKT e ERK regulam a diferenciação celular induzida por ácido retinoico em 

células de NB (Qiao J, et al. 2012). Os dados encontrados nos mostram baixa expressão 

de MYCN e ERK em tratamentos combinados e com o agente único NaB; embora não 

significativa, parecem corroborar com relatos anteriores em que a diminuição de 

MYCNprecede as alterações de ciclo celular e a diferenciação induzidas por ácido 

retinoico em NB (Thiele CJ, et al. 1985).  

A modulação do ciclo celular também contribui para a resistência à quimioterapia. 

As cinases dependentes de ciclina (CDKs), as controladoras do ciclo celular, são alvos 

terapêuticos. Ao longo dos últimos, anos novas terapias têm como base inibir as CDKs. A 

expressão de CDKs muitas vezes é alterada em tumores e/ou sua inibição pode induzir 

apoptose (Dickson MA, et al. 2009). Por isso, observamos que o ciclo celular apresenta 

um acúmulo maior da população de células nas fases G0 / G1 em grupos tratados, 

sugerindo efeito antiproliferativo.  

Reduzir perfil de indiferenciação do tumor pode ser uma alternativa de redução da 

malignidade. Na maioria dos casos, um único gene marcador não pode ser usado para a 
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diferenciação (Frumm SM, et al. 2013). Uma variedade de agentes, incluindo retinoides, 

inibidores da histona desacetilase (HDACi), agonistas de PPARγ e outros, atualmente em 

uso para uma variedade de doenças malignas, conforme tem se mostrado, induzemi a 

diferenciação em tumores sólidos, incluindo NB (Katsetos CD, et al. 2003). Diferenciação 

celular inclui também modificação morfológica(ref); nesse caso, observamos a formação 

de neuritos, vistos mais proeminente em células SH-SY5Y (tipo N), nos tratamentos 

ATRA, NaB com ATRA e 5aza com ATRA. Uma diversidade de proteínas é usada como 

marcadores para neurônios maduros, como exemplo β-III tubulina, proteína neurônio-

específica usada como marcador de diferenciação, antiproliferação, agressividade, 

resistência à quimioterapia e resultados clínicos desfavoráveis em tumores sólidos (Ochiai 

H, et al. 2010; Katsetos CD, et al. 2003; Hetland TE, et al. 2011; Lebok P, et al. 2016). Em 

células SK-N-BE(2) apresentaram uma redução do conteúdo de outro marcador neuronal, 

NeuN, particularmente expresso em neurônios maduros (Mullen RJ, et al. 1992; Graser S, 

et al. 2015). As diferenças nas alterações induzidas pelas drogas na expressão de 

marcadores de diferenciação de células neuronais entre as linhagens celulares pode estar 

relacionada com seus fenótipos diferentes antes do tratamento. 

Investigamos também a expressão da proteína Bmi1, um membro do grupo 

proteínas polycomb (PcG). As proteínas PcG formam complexos multiproteicos atuando 

como repressores transcricionais (Nowak K, et al. 2006) e são reguladores evolutivamente 

conservados epigeneticamente (Schwartz YB, et al. 2007; Simon JA, et al. 2009; 

Sparmann A, et al. 2006). Estas proteínas também regulam a proliferação e diferenciação 

celular por meio do silenciamento epigenético de importantes genes reguladores de 

crescimento (Sparmann A, et al. 2006; Martinez AM, et al. 2006). Há cada vez mais 

evidências de que um desbalanço na expressão dessas proteínas PcG contribui para o 
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desenvolvimento tumoral. A expressão aberrante de proteínas PcG, em particular Bmi1, 

está associada a várias malignidades humanas. 

 Entre os fatores conhecidos que regulam a expressão de Bmi1, estão E2F e c-Myc 

(Guney, et al. 2006; Jiang G, et al. 2007). Em NB, MYCNliga-se diretamente ao promotor 

Bmi1 e induz sua transcrição. A expressão de Bmi1 em células de NB resulta na 

upregulation de vias de proliferação celular e de formação de colônias (Ochiai H, et al. 

2010). Por estar envolvido em epigenética, avaliamos o papel dos HDACi na expressão 

de Bmi1. Em linhagens celulares de câncer de mama, o tratamento com NaB reduziu a 

expressão gênica de Bmi1 (Bommi PV, et al. 2010). Diante disso, observamos a redução 

da expressão proteica de Bmi1 após os tratamentos com NaB, NaB combinado com ATRA 

e 5-Aza com ATRA em ambas linhagens celulares de NB. Esse resultado nos mostra um 

efeito antiproliferativo muito mais acentuado em tratamentos combinados dos 

moduladores epigenéticos e ATRA. 

Sendo assim, este trabalho mostra que, após tratamento prolongado, a associação 

de moduladores epigenéticos e de diferenciação permite investigar vias antiproliferativas 

importantes que devem ser exploradas para ajudar a resistência terapêutica. 

Apesar dos avanços no diagnóstico, NB ainda permanece um tumor com grande 

variabilidade clínica, sendo responsável por um alto índice de mortalidade dentre os 

cânceres infantis. Diferentes tratamentos são realizados para melhorar a sobrevida dos 

pacientes, e a epigenética vem se tornando aliada para o combate de NB, apresentando 

bons resultados. É importante salientar que a melhoria dos tratamentos deve estar 

associada com menos efeitos colaterais ao paciente durante e após os tratamentos.  
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Tabela 2. Os ensaios clínicos com drogas epigenéticas em tumores sólidos. A marca de drogas e epigenética alvo juntamente com a fase clínica 
e resultado do julgamento são fornecidos. CR = Resposta completa; PR = resposta parcial; DP = doença estável. Adaptado: Ramachandran S 
(2015). 

Droga Alvo da 
droga 

Ensaios 
clínicos 

Terapia 
combinada 

Câncer Resultado Referência 

Vorinostat 
 

 
 
HDAC 

Fase II Monoterapia Mama recidiva ou refratário, colorretal, 
câncer de pulmão de células não pequenas, 

câncer de mama metastático, câncer de ovário 
refratário-platina ou carcinoma peritoneal 

primário. 

Toxicidades observadas, incluindo 
grau 3. Nenhuma resposta 

observada. 

Vansteenkiste J, 2008; 
Luu TH, 2008; 

Modesitt SC, 2008; 
Blumenschein, GR, 2008 

Fase II Carboplatina e 
paclitaxel 

câncer de pulmão de células não pequenas 
estágio avançado 

Resposta confirmada de 34 % 
versus 12,5 % com placebo 

(p=0,02) 

Ramalingam SS, 2010 

Romidepsina  
HDAC I / II 

Fase II Monoterapia Câncer metastático renal 1 CR e 1 PR em 29 pacientes 
avaliados, taxa de resposta global 

7 % 

Stadler WW, 2006 

Fase II Monoterapia Câncer de pulmão, câncer colorretal, câncer 
próstata após remoção, câncer de pulmão de 

pequenas células 

Sem resposta objetiva ou resposta 
mínima observada 

Schrump DS, 2008; 
Whitehead RP, 2009; 

Molife LR, 2010; 
Otterson GA, 2010 

Belinostat  
 
HDAC 

Fase II  Tumores sólidos Ensaios de monoterapia sem 
muito sucesso, mas em 

combinação com a quimioterapia 
(paclitaxel e carboplatina) mostrou 

benefícios 

Molife LR, 2011 

Fase II  Carcinoma do timo Sem resposta objetiva Giaccone G, 2011 

Panobinostat HDAC Fase II  Carcinoma renal refratário Sem resposta objetiva Hainsworth JD, 2011 

Fase II Bortezomib Câncer pancreático avançado Sem resposta objetiva Wang H, 2012 

Entinostat  
HDAC I/ III  

Fase II  Melanoma metastático Sem resposta objetiva Hauschild A, 2008 

Fase II Erlotinib Câncer de pulmão de células não pequenas 
avançado 

Sem resposta objetiva Witta SE, 2012 
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Fase 
I/II 

5-Azacitidina Câncer de pulmão de células não pequenas 
metastático 

1 CR e 1 PR, 4 de 19 pacientes 
tiveram resposta objetiva para 

tratamentos futuros 

Juergens RA, 2011 

Ácido 
valproico 

 
HDAC I / IIa 

Fase II Hidralazina e 
quimioterapia 

Carcinomas 4 PR e 8 SD de 15 pacientes 
avaliados 

Candelaria M, 2007 

Fase III Hidralazina e 
cisplatina-

topotecano 

Câncer cervical avançado Melhor resposta objetiva 
observada com a combinação 

terapêutica 

Coronel J, 2011 

5-Azacitidina  
DNMT 

Fase I Erlotinib Tumores sólidos Recomendado programa de dose 
para fase II 

Bauman J, 2012 

Fase 
IIb-IIa 

Monoterapia Epitélio do ovário 1 CR , 3 PR e 10 SD em 29 
pacientes avaliados 

Fu S, 2011 

Decitabina  
DNMT 

Fase I Carboplatina Tumores sólidos Recomendado programa de dose 
para fase II 

Appleton K, 2007 

Fase II Cisplatina carcinoma de células escamosas cervicais 38,1 % PR; 23, 8 % SD; 
significativas toxicidades 

observadas incluindo grau III e IV 
de neutropenia 

Pohlmann, P, 2002 
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CONCLUSÕES 

 

 Os tratamentos combinados de NaB e ATRA, 5-Aza e ATRA apresentam 

efeito antiproliferativo significativo em relação a tratamentos com agentes 

únicos. 

 Todos os tratamentos induzem alteração do ciclo celular. Em células SH-

SY5Y, as alterações são encontradas após tratamento de 24h, e, em células 

SK-N-BE(2), são encontradas após 30h de tratamento.  

 O receptor de ácido retinoico (RARβ) apresenta diferente expressão frente 

aos tratamentos após 24h. 

 A atividade da histona acetilada H3 é maior em tratamentos combinados com 

NaB (dados mostrados em anexo). 

 A expressão proteica de c-Myc é significativamente reduzida após 72h em 

todos os tratamentos. 

 A expressão de Bmi1 é reduzida significativamente nos tratamentos de NaB 

e NaB combinado com ATRA, importante marcador de autorrenovação e 

diferenciação.  

 Os tratamentos combinados induzem alterações morfológicas nas duas 

linhagens celulares com extensão de neuritos, marcados por β3-tubulina no 

citoplasma. 

 Células SK-N-BE(2) e SH-SY5Y apresentam diferentes fenótipos, o que 

pode explicar as variações nos resultados na análise de marcadores de 

diferenciação e indiferenciação.  
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 O tratamento 5-Aza combinado com ATRA parece modular diferentes vias 

relacionadas com a diferenciação e indiferenciação celular, podendo ser um 

alvo promissor. 

 Os tratamentos com ATRA na análise de NMA nos mostram uma tendência 

inicial ao estado de senescência em células SK-N-BE(2), assim, em células 

SH-SY5Y, apresentam uma tendência inicial a eventos de catástrofe mitótica 

ou outro dano nuclear sujeitos ao mesmo tratamento (dados mostrados em 

anexo). 
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PERSPECTIVAS 

 

 Avaliação da proliferação celular dos tratamentos de NaB, 5-Aza e ATRA e 

suas combinações na proliferação celular em células de NB humano de 

cultivo primário;  

 Avaliação de efeito crônico de NaB, 5-Aza e ATRA e suas combinações em 

ensaios de sobrevivência celular, como o ensaio clonogênico; 

 Avaliação de proliferação celular, in vivo, dos tratamentos com NaB, 5-Aza 

e ATRA e suas combinações; 

 Conclusão das análises de atividade de histona H3 acetilada, através de 

ensaio ELISA em ambas as linhagens celulares; 

 Avalição de atividade de outras classes de HDACs, através de ensaio ELISA 

em ambas as linhagens celulares; 

 Avaliação da expressão dos receptores de ácido retinoico, RAR e RXR 

através de PCR em tempo real e / ou microscopia confocal; 

 Avaliação da expressão proteica de marcadores de diferenciação e 

indiferenciação nos tratamentos de NaB, 5-Aza e ATRA e suas combinações 

no 16º dia (final do CPD) por microscopia confocal de fluorescência.   

 Avaliação de amostras de pacientes quanto à expressão proteica de 

marcadores de diferenciação e indiferenciação, a fim de correlacionar os 

dados com prognóstico e recidiva do tumor. 
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Curso de Extensão.  
 
28. Aula inaugural " Entendendo a Profissão", 2004.  (Outra) 
Aula inaugural .  
 
29. II Congresso Brasileiro de Agrobiodiversidade, V Seminário Internacional sobre 
Agroecologia e VI Seminário Estadual sobre Agroecologia, 2004.  (Congresso) 
 
30. III Semana Acadêmica de Biologia, 2004.  (Outra) 
Semana Acadêmica de Biologia.  
 
31. Projeto Nova- Biologia, 2004.  (Seminário) 
Ciclo de Seminários PET/BIOLOGIA/PUCRS.  
 
Organização de evento 
 
1. CARLINI, C. R. R. S.; GUERRA, A. S; SOUZA, A. F. D.; RITT, A. B. B; TICHOTA, D.M.; LOPES, 
F.C.; KIPPER, F. C.; GIESEL, G. M.; DEBARBA, J. A.; POL FACHIN, L.; COSTA, L. L.; LEDUR, P. 
F.; MEIRA, S. M. M.; GONCHOROSKI, T.; BROLL, V.; ALMEIDA, Viviane Rösner de 
VII Curso de Férias PPGBCM - Alimentos, 2012.  (Outro, Organização de evento) 
Referências adicionais : Brasil/Português.  
 

Bancas 

 
Participação em banca de trabalhos de conclusão 
 
Graduação 
 
1. GREGIANIN, L.; ALMEIDA, Viviane Rösner de 
Participação em banca de Matheus Loureiro da Silva Cruz. Avaliação da expressão de Toll-like 
receptors nas leucemias pediátricas, 2015 
(Biomedicina) Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
Referências adicionais : Brasil/Português.  
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Participação em banca de comissões julgadoras  
 
Outra 
 
1. 16ª Mostra de Pesquisa, Ensino e Extensão, 2015 
Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Rio Grande do Sul 
Áreas do conhecimento : Biotecnologia 
Referências adicionais : Brasil/Português.  
Participação como avaliadora de trabalhos apresentados na modalidade oral pelos cursos técnicos e superior. 
______________________________________________________________________________________ 

Totais de produção 

 
Produção bibliográfica 
Artigos completos publicados em periódico................................................. 4 
Trabalhos publicados em anais de eventos.................................................. 2 
Apresentações de trabalhos (Congresso).................................................... 5 
Apresentações de trabalhos (Outra)........................................................ 1 
 
Produção técnica 
Trabalhos técnicos (outra)................................................................ 3 
 
Eventos 
Participações em eventos (congresso)...................................................... 9 
Participações em eventos (seminário)...................................................... 3 
Participações em eventos (simpósio)....................................................... 4 
Participações em eventos (encontro)....................................................... 8 
Participações em eventos (outra).......................................................... 7 
Organização de evento (outro)............................................................. 1 
Participação em banca de trabalhos de conclusão (graduação)............................... 1 
Participação em banca de comissões julgadoras (outra)..................................... 1 
_____________________________________________________________________________________ 

Outras informações relevantes 

 
1 Primeiro lugar de coeficiente de Rendimento entre os 10 formados do período de 2008/I 


