Modulacao do receptor EGFR em Sarcoma de Ewing:
implicacoes na proliferacao e na sobrevida celular
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INTRODUCAO

Sarcoma de Ewing (SE) € um tumor agressivo e metastatico que atinge
principalmente ossos e tecidos moles de individuos em suas primeiras
décadas de vida. A terapia consiste em cirurgia, quimioterapia e
radioterapia; e a baixa taxa de sobrevida de pacientes com tumores
metastaticos torna importante a pesquisa por novas terapias e alvos
terapéuticos.

O Receptor do Fator de Crescimento Epidéermico (EGFR) atua em vias
envolvidas na regulacao de proliferacao, diferenciacao e sobrevivéncia
celular e ja foi descrito em processos de tumorigénese em diversas
neoplasias, sendo ainda pouco estudado o seu papel no Sarcoma de
Ewing.

OBIJETIVOS

O presente estudo visa investigar o efeito da inibicao do receptor EGFR
por AG1478 em sarcoma de Ewing, analisando suas consequéncias na
proliferacao e na sobrevida celular de linhagens de RD-ES e SK-ES-1,
ambas de SE.

MATERIAIS E METODOS

1. Andlise de clonogenicidaade
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3. Andlise de expressdo de proteinas
\J//
, = o
g “% Extracao de proteinas e
! ‘ +
Quantificacao pelo
SKES-1 e RDES método de Bradford | —
ay
1x10° cels Western Blot

Andlise de cl icidaad
1. Andlise de clonogenicidaade
120 120-
1A e 1B oo 1E AG1478 (M)
100- 100- Controle 5 10 20 40
901 90 \5' - ST T TN
80- 80- fol s LELTI
() ) R Tl TR
S 70- " g 70 e ST
E 60+ == g 60+ *k%k NG > Tl
o 50- *kkk © 50- T
RS ®
™ — 40- | £ 1F AG1478 (uM)
304 304 ok
20- «  20- E= Controle 5 10 20 40
10 10- P st et i
! . i i . 0- . . . . gt
Controle 5 10 20 40 Controle 5 10 20 40 Lo
; AG1478 (uM) 120- AG1478 (uM) R &
120
1C 110+ 1D 1101
100- 100-
90+ x ol Imagens 1A e 1B: Area de col6nia das linhagens SK-ES-1 e
o 80 T 3|*— o 99 RD-ES, respectivamente. Imagens 1C e 1D: Intensidade
g 701 1 g 7 (medida indireta do nimero de células em uma colonia) para as
§ 60+ J_ § 60+ linhagens SK-ES-1 e RD-ES, respectivamente. Diferenca estatistica
< 50 S x 507 significativa (p<0,05).
401 1— 40- *kkKk R ..
30+ 304 I N Imagens 1E e 1F: Imagens representativas de colonias para
20 *axx 207 L as linhagens SK-ES-1 e RD-ES, respectivamente, apds tratamento
104 =+ 10 com AG1478 em diferentes dosagens.
o r r r ' 0. . . . .
Controle 5 10 20 40 Controle 5 10 20 40
AG1478 (uM) AG1478 (uM)
2. Andlise de ciclo celul
. ANnalise ae CiCio celuviar
110- 110-
2A  100; = 2B 100; =
B8 sub-G1
90+ 0 61 90-
80- as 80-
) 0O G2/m w
5 704 0O >G2/m 8 70+
3 3
‘% 604 ‘8 60+
Q [ Kok
S 504 © 501
B = X
40+ 404
30+ 30-
20+ 20
10- 10-
Controle 5 10 20 40 Controle 5 10 20 40
AG1478(uM) AG1478(uM)

Imagens 2A e 2B: Panorama populacional nas fases do ciclo celular apds exposicao ao AG1478 por 48hs nas linhagens SK-ES-1 e RD-ES,
respectivamente. Diferenga estatistica significativa (p<0,05).

3. Andlise de expressdo de proteinas
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Andlise das vias potencialmente moduladas apds a exposicao das linhagens celulares ao AG1478. Bandas foram analisadas por software para
obtencao de UDR (unidade densidométrica relativa). Diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Sugere-se que a exposicao das linhagens celulares SK-ES-1 e RD-ES ao
inibidor AG1478 impactou significativamente na clonogenicidade, no ciclo
celular e na expressao de diversas proteinas relacionadas com essas vias.
Sugere-se, portanto, grande influéncia das vias dependentes de EGFR no
Sarcoma de Ewing.



