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RESUMO

O sarcoma de Ewing (SE) é um dos mais agressivos tipos de cancer pediatrico. Apesar dos
significativos avangos no tratamento dessa doenca, ainda hd uma grande necessidade no aumento das
taxas de cura, reducdo da toxicidade quimioterapica e reducdo da resisténcia ao tratamento. Tem sido
proposto que SE provém de precursores neuronais, podendo ter sua fisiologia afetada, pois, por
neurotrofinas (NTs). Examinamos a influéncia de receptores de NTs (Trks) em SE. Foram avaliadas a
expressao proteica de NTs (NGF e BDNF) e seus receptores (TrkA e TrkB, respectivamente) em amostras
de tumores de pacientes com SE, e a expressdo de mRNA nas linhagens celulares RD-ES e SK-ES-1. O
tratamento das linhagens com o pan-inibidor de Trks (K252a) modificou a morfologia celular e diminuiu
a expressdo de mRNA de NGF, TrkA, BDNF e TrkB. Ainda, a inibigdo de Trks diminuiu drasticamente a
proliferacdo e capacidade clonogénica celular. Efeitos sinérgicos foram observados quando as células
foram tratadas em conjunto com baixas doses de quimioterapicos, tanto em células selvagens de SE,
quanto nas quais induzimos quimiorresisténcia. Esse estudo sugere, pela primeira vez, que a inibicdo de
Trks reduz a proliferacdo e sobrevivéncia celular em SE, além de aumentar a sensibilidade ao tratamento

quimioterapico.

Palavras-chave: sarcoma de Ewing, BDNF, NGF, TrkA, TrkB, resisténcia, terapia de alvo molecular,

adjuvancia, cancer pediatrico.
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ABSTRACT

Ewing's sarcoma (ES) is one of the most aggressive types of pediatric cancer. Despite significant
advances in the treatment of this disease, there is still a great need in increasing cure rates, reducing
chemotherapy toxicity and treatment resistance. It has been proposed that ES might derive from neuronal
precursors and may be influenced, therefore, by neurotrophins (NTs). We have examined the influence of
Trk neurotrophin receptors in ES. Protein expression of NTs (NGF and BDNF) and their receptors (TrkA,
and TrkB, respectively) was detected in tumor samples from patients with ES, and mRNA expression was
analyzed in the RD-ES, SK-ES-1 cell lines. Treating cells with a Trk Pan-inhibitor (K252a) altered cell
morphology and decreased the mRNA expression of NGF, TrkA, BDNF, and TrkB. In addition, Trk
inhibition dramatically decreased cell proliferation and clonogenic capacity. Synergistic effects were
observed when cells were treated in combination with low doses of cytotoxic chemotherapeutics, both in
normal ES cells and cells in which chemoresistance was induced. The results suggest for the first time
that Trk inhibition can reduce the proliferation and survival of ES cells and sensitize them to cytotoxic

chemotherapy.

Keywords: Ewing's sarcoma, BDNF, NGF, TrkA, TrkB, resistance, targeted therapy, adjuvant therapy,

pediatric cancer.
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INTRODUCAO

1. Sarcoma de Ewing

1.1. Aspectos Gerais

O sarcoma de Ewing (SE) foi originalmente descrito pelo patologista James Ewing em 1921
(EWING, 1921), o qual relatou as caracteristicas histopatoldgicas do tumor as quais sdo utilizadas até
hoje. Embora a compreensdo dessa patologia tenha evoluido, havia outras neoplasias com caracteristicas
clinicas e histoldgicas similares ao SE, que fazem parte, agora, da familia dos tumores de sarcoma de
Ewing (FTSE). A primeira neoplasia similar foi descrita em 1918 por Arthur Stout, que observou um
tumor do nervo ulnar composto de células redondas e indiferenciadas que formavam rosetas. Tal achado,
mais tarde, ficou conhecido como Tumor Primitivo Neuroectodérmico (PNET). Da mesma forma, Askin
e colaboradoes, em 1979, descreveram um tumor de partes moles identificado na parede torécica de
adolescentes, o qual ficou conhecido como tumor de Askin. Quando estudos moleculares mostraram
perfis genéticos similares a esses trés tipos de tumor, eles foram considerados parte da FTSE
(CARVAJAL & MEYERS, 2005; BALAMUTH & WOMER, 2010).

O SE é um tumor que acomete principalmente criancas e adolescentes. Antes da introducdo da
quimioterapia, apenas 10% dos pacientes sobreviviam em cinco anos. Ultimamente, porém, atingem-se
taxas de sobrevida maiores que 70% para doenca localizada (BALAMUTH & WOMER, 2010). A
principal caracteristica deste tumor é a presenca de translocacdes que levam a formacgdo de oncogenes

responsaveis pela patogénese da doenga, assunto que sera detalhado posteriormente.

1.2. Epidemiologia e etiologia
Tumores 0sseos primarios sao responsaveis por 5% de todos os tumores em adolescentes e
criancas, sendo que SE é o segundo tipo mais comum, ficando atras do osteossarcoma (RIVERA-

VALENTIN et al., 2015). A incidéncia anual é de cerca de trés casos por milh&o, atingindo um pico na
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segunda década de vida, sendo que mais de 50% dos casos sdo diagnosticados entre 10 e 20 anos de
idade. Menos de 23% dos casos sdo encontrados em menores de 10 anos, e a incidéncia declina quando a
idade passa dos 20 anos. Existe uma leve predominancia em homens (61%), e € uma doenca quase que
exclusiva de caucasianos (92%) (ESIASHVILI et al., 2008), uma vez que sdo tumores extremamente
raros em individuos de origem africana e asiatica. Uma explicacdo para esse fato, portanto, seria uma
reducdo do tamanho do intron 6 do gene EWS, o qual fica em uma regido proxima ao ponto de quebra da
translocacéo, na populacdo africana (ZUCMAN-ROSSI et al., 1997) .

No Brasil, os tumores 6sseos representam 6,7% de todos os tumores da infancia. Cerca de 700
criancas sdo diagnosticadas, a cada ano, com esses tipos de tumor, dos quais aproximadamente 400 s&o
osteossarcomas e 200 sdo SE. No periodo entre 2001-2003, a taxa média de incidéncia ajustada por idade
para os tumores 6sseos malignos em meninos de 0 a 19 anos foi de 9,97 por milhdo, e nas meninas foi de
7,79 casos por milhdo (INCA, 2008).

A etiologia do SE permanece desconhecida. Apesar de a totalidade dos casos estarem relacionados
a anormalidades genéticas, como as translocacfes, a maioria destes tumores, entretanto, parece surgir de
maneira esporadica, uma vez que nenhuma ligacdo genética foi encontrada. Do mesmo modo, uma

influéncia ambiental ainda ndo foi identificada (RANDALL et al., 2010)

1.3. Histologia e caracteristicas moleculares

O diagnostico definitivo do SE é baseado em sua histologia obtida pela bidpsia da lesdo.
Histologicamente, o tumor apresenta-se como camadas homogéneas e densas de pequenas células
redondas e azuis. O nucleo, o qual estd associado a uma cromatina fina e granular, apresenta grande
propor¢do em relacdo ao citoplasma, o qual tipicamente contém poucas e pequenas organelas, em
contraste com abundancia em glicogénio (SUH et al., 2002) (Figura 1). Infelizmente, o SE é
histologicamente similar a outros tumores compostos por células azuis, como linfoma, leucemia,
neuroblastoma, entre outros, tornando o diagndstico mais dificil. Em vista desse problema, existem

alternativas para a confirmacdo diagndstica: a maioria das células de SE marca-se, por meio de
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imunohistoquimica, com o anticorpo anti-CD99, que é uma glicoproteina de membrana codificada pelo

gene MIC2 (ANTONESCU, 2014), sendo, destarte, essencial para o diagndstico.

Figura 1: llustracdo histopatoldgica de sarcoma de Ewing. SE apresentando uma camada de células pequenas, arredondadas e
azuladas. Marcagdo por hematoxilina e eosina. Aumento de 40x. Fonte: adaptado de HaDuong et al., Pediatr Clin North Am
2015. Original disponivel em:

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031395514001916 (acessado em 15 de janeiro de 2015).

Citogeneticamente, existem algumas caracteristicas associadas & FTSE, como as translocaces, as
quais sdo determinadas por técnicas de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) ou RT-PCR. Todas as
translocacGes envolvem o gene EWS (presente no cromossomo 22), o qual codifica uma proteina de
ligagdo ao RNA cuja funcdo é desconhecida, com fatores de transcricdo da familia ETS, sendo o mais
comum o0 gene FLI1 (presente no cromossomo 11) (ANTONESCU, 2014). A translocagéo
t(11;22)(g24;912) produz o gene fusionado EWS-FLI1, o qual é encontrado em 85% dos tumores de
Ewing (Figura 2). A segunda translocacdo mais comum € a t(21;22)(q22;q12), responsavel pela producéao
do gene EWS-EGR encontrado em 5-10% dos tumores. Outras translocacfes séo raras e envolvem EWS-
ETV1, EWS-FEV e EWS-EIAF, dentre outras anormalidades citogenéticas (WANG et al., 2007).

Embora a presenca destas translocacdes seja bastante sensivel e especifica para a FTSE, é

importante salientar que a combinacdo com EWS pode estar presente em outros tumores, ampliando a
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importancia do consenso entre clinica, microscopia, imunohistoquimica e caracteristicas moleculares para

0 estabelecimento do diagndstico.

t(11;22)(q24;912) chri1
chr22 -n -
- - - -
eWS e = ews 11T =8 - =
= 5 e fliT
o+ IS B Fejcoon rmmcoc"
§ E DomlnlodellgagﬁoaoRNA Dominlodetransatlvagﬁos Dominio de ligacéo ac DNA é
EWS FLI1

COOH

Dominio de transativacao § Dominio de ligacdo ao DNA

EWS-FLI1
quimera

Figura 2: Aberracéo citogenética em SE. A figura apresenta a translocagdo mais comum em SE (85% dos casos), a qual ocorre
entre a por¢do N-terminal do cromossomo 22 e a por¢do C-terminal do cromossomo 11, resultando na formagéo do oncogene
fusionado ews-flil, o qual codifica um fator de transcricdo quimérico responsdvel pela transcricdo génica aberrante
caracteristica desse tumor. Fonte: adaptado de Bernstein et al.,, Oncologist 2006. Original disponivel em;:
http://theoncologist.alphamedpress.org/content/11/5/503.long (acessado em 15 de janeiro de 2015).

1.4. A biologia do sarcoma de Ewing

Apesar de serem tumores raros, sao extremamente agressivos e, quando ocorrem em 0ssos longos
e pelve, rapidamente geram metastases para a medula déssea, pulmdes e outros tecidos (RIGGI &
STAMENKOVIC, 2007). Como discutido anteriormente, a translocacdo que gera a fusdo EWS-FLI1 é a
principal caracteristica desse tumor. A proteina EWS é uma proteina ligante de RNA, enquanto FLI1 é
um fator de transcricdo que afeta diversos genes relacionados a diversas fungdes celulares, como apoptose
e diferenciacdo (SHARROCKS, 2001). A combinacdo entre EWS e ETS é especifica para SE, mas a
combinagdo entre EWS com outros genes resulta em outras patologias. Ou seja, a fusdo do gene ETS,
conseguintemente, parece ser especifica para esse tumor (ORDONEZ et al., 2009). A funco da proteina
EWS ainda ndo é bem conhecida; estudos apontam, entretanto, que a por¢do N-terminal do gene EWS é
responsavel pela indugdo de SE em células humanas (LIN et al., 2011). Uma vez que a fusdo EWS-FLI1 é

a mais comum, acredita-se que seu transcrito seja a causa principal relacionada a origem do tumor
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(ARVAND & DENNY, 2001). A fusao da por¢ao 5’ do gene EWS com o segmento 3’ de FLII produz a
proteina fusionada EWS-FLI1, a qual altera a expressdo de inumeros genes alvo responsaveis pela
tumorigénese (TOOMEY et al., 2010). EWS-FLI1 trabalha tanto como ativador quanto repressor da
transcricdo génica. A proteina quimérica aumenta a expressdo de proteinas envolvidas na proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular, como IGF1, NKX2, SOX2 e EZH2. Por outro lado, EWS-FLI1
suprime genes envolvidos em apoptose e parada de ciclo celular, como p21 e p57kip (DAUPHINOT et
al., 2001; NAKATANI et al., 2003; SMITH et al., 2006; CIRONI et al., 2008; RICHTER et al., 2009;
RIGGI et al., 2010). Anélises por microarranjo de DNA revelaram que mais de 1000 genes sdo regulados
pela proteina de fusdo, 80% dos quais séo reprimidos. Por essa razdo, EWS-FLI1 é considerado um alvo
potencial para a terapia de alvo molecular.

Existe, ainda, um ndmero de eventos secundarios relacionados a patogénese do SE, como
mutacBes em p53, as quais estdo relacionadas com o prognéstico da doenca (TOOMEY et al., 2010).
Além disso, miRNAs foram identificados como responsaveis por efeitos modulatérios, como miRNA-
145, o qual participa da tumorigénese e diferenciacdo em SE (RIGGI et al., 2010).

Devido a complexidade desta doenca, uma vez que diversos eventos sdo responsaveis pela
patogénese, € um tumor de dificil tratamento. O estudo da biologia da tumoral, portanto, é essencial para
uma melhor racionalidade no desenvolvimento de terapias-alvo.

Explorar a origem celular do SE € uma forma racional para pesquisar novos alvos terapéuticos. No
entanto, ndo existe um consenso definitivo sobre a possivel origem deste tumor. Ha varias evidéncias
apontando para uma procedéncia neuroectodérmica (CAVAZZANA et al., 1987; O’REGAN et al., 1995;
KNEZEVICH et al., 1998; STAEGE et al., 2004; VON LEVETZOW et al., 2011) . Nao obstante, ha
outros trabalhos apontando as células tronco mesenquimais como possivel origem para esse tumor
(TIRODE et al., 2007; RIGGI et al., 2008; AMARAL et al., 2014). Para solucionar esse embate entre as
duas correntes, Riggi et al (2009), propuseram que células de SE derivam de células tronco

mesenquimais de origem neuroectodérmica capazes de manter a dupla plasticidade; fornecendo,
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consequentemente, uma logica biolégica convincente para a dualidade fenotipica apresentada por esses
tumores.
O conhecimento destes precursores é importante na descri¢do da patogénese da doenca e facilita a

pesquisa de terapias moleculares capazes de encontrar alvos mais especificos para o tratamento.

1.5. Aspectos clinicos e progndstico

Assim como em outros sarcomas de 0ssos, a dor é o sintoma inicial mais comum. Uma vez que 0
tumor destroi o tecido 6sseo, os pacientes referem uma dor profunda e macante na regido envolvida
(PATRICIO et al., 1991). Alem disso, como a maioria dos pacientes afetados séo criangas e adolescentes,
0s quais sdo fisicamente ativos, a dor, por consequéncia, muitas vezes é atribuida ao crescimento 6sseo ou
lesbes fisicas as quais sdo comuns nesta idade; levando, portanto, a erros e atrasos no diagndstico
(WIDHE & WIDHE, 2000). Igualmente, por ser uma condi¢cdo em que 0s sinais e sintomas clinicos sdo
inespecificos, muitos pacientes sdo tratados para condi¢des mais benignas, como tendinite. Por isso, 0
tempo até o diagndstico varia de trés a nove meses, retardando, portanto, o inicio do tratamento
oncologico (BARKER et al., 2005). Aqueles pacientes em que o tumor apresenta-se como massa palpavel
levam a um diagnostico mais facil e rapido (WIDHE & WIDHE, 2000).

Outra caracteristica clinica da doenca € que o uso de anti-inflamatérios e analgésicos pode gerar
um alivio inicial, o qual é abolido a medida que o tumor progride (WIDHE & WIDHE, 2000). Sintomas
sistémicos costumam ser mais comuns em SE em relacdo ao osteossarcoma, como febre e perda de peso,
0s quais sdo decorrentes da liberacdo de mediadores inflamatdrios na circulacdo sisttémica. Dentre 0s
achados laboratoriais, pode haver um moderado aumento de marcadores inflamatdrios, como taxa de
sedimentacdo eritrocitaria, proteina C reativa e outras citocinas (RUTKOWSKI et al., 2003;
NAKAMURA et al., 2013). Outras anormalidades laboratoriais incluem presencga de anemia, assim como
aumento de marcadores de turnover ésseo, como lactato desidrogenase (LDH) e fosfatase alcalina
(BACCI et al., 2007). Radiograficamente, a lesdo osteolitica mal definida envolvendo a diafise de um

0sso tubular é a caracteristica mais comum. Ressonancia magnética é o exame de imagem considerado
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padrdo ouro e ajuda a demonstrar a extensdo do tumor no 0sso e tecidos moles. Todos 0s pacientes
devem, também, serem submetidos a tomografia computadorizada de mediastino e cintilografia 6ssea
para identificacdo de metastases pulmonares e 0sseas, respectivaente (COTE & CHOY, 2013).

Cerca de um quarto dos SE surgem em tecidos moles, e cerca de um quarto dos pacientes
apresentam-se com metastases detectaveis; assume-se, todavia, que metastases subclinicas estdo presentes
em praticamente todos pacientes, os quais desenvolverdo, portanto, doenca generalizada caso ndo forem
submetidos a quimioterapia (IWAMOTO, 2007). Os pulmdes sdo 0s sitios metastaticos mais comuns,
seguido de 0ssos e medula 6ssea. Em termos de localizacdo corporal, o SE tem predilecdo pela diafise de

0ssos tubulares e a pelve. A localizagdo mais comum fica nas extremidades, seguida pela pelve e tronco

(Figura 3).
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Figura 3: Principais sitios primarios e metastaticos em SE. Fonte: adaptado de Bernstein et al., Oncologist 2006. Original
disponivel em: http://theoncologist.alphamedpress.org/content/11/5/503.long (acessado em 15 de janeiro de 2015).

O prognostico para pacientes que apresentam doenca localizada melhorou consideravelmente
desde que o tumor foi descrito, apresentando, hoje em dia, uma sobrevida de cerca de 70% em cinco anos
(BACCI et al., 2007). Dentre os poucos estudos realizados no Brasil, um deles aponta uma sobrevida
média, em cinco anos, de 59,5% em pacientes com essa condi¢cdo (BELLAN et al., 2012). O progndstico
de pacientes com doenca metastatica, o que corresponde a 25% dos casos iniciais de SE, entretanto, cai

significativamente em comparagdo aos que apresentam doenca localizada (PAULUSSEN et al., 1998;
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SUBBIAH et al., 2009) . A localizacdo das metéstases estd relacionada ao prognostico dos pacientes.
Assim, pacientes com implantes pulmonares apresentam uma sobrevida de 40% em cinco anos, enquanto
aqueles que apresentam envolvimento de 0ssos e medula dssea apresentam uma sobrevida de 10%
(LEAVEY et al., 2008).

Além da doenga metastética, cerca de 30 a 40% dos pacientes sofrem com a recidiva da doenca
tanto localmente, quanto distalmente, ou ainda a combinacdo das duas formas. Esses individuos,
infelizmente, apresentam uma sobrevida menor que 13% em cinco anos (LEE et al., 2010). Apesar dos
esforgos vistos tanto na area da pesquisa basica quanto clinica, ndo existe um tratamento especifico para a
doenca recorrente, ainda mais por que existe uma variancia muito grande entre os casos; o0 que dificulta,
portanto, o0 avanco dos ensaios clinicos.

Outras caracteristicas importantes as quais devem ser salientadas em termos de progndéstico sao
idade avancada, volume tumoral, envolvimento do esqueleto axial e impossibilidade de resseccéo
cirtrgica (LEE et al., 2010). Além disso, com o0s avangos das pesquisas, diversas caracteristicas
moleculares, as quais parecem ter participacdo na sobrevida dos pacientes, foram descritas, o que inclui o
status de p53, expressdo de telomerase, porcentagem do genoma alterado, aberracBes cromossémicas
adicionais como ganho do cromossomo 1q; a avaliacdo pratica destes achados, no entanto, requer
validacdo em estudos prospectivos (MACKINTOSH et al., 2012).

Em termos de progndstico devido as diferentes translocacbes, os resultados dos estudos sdo
controversos. Alguns estudos apontam um melhor progndstico para pacientes portadores da fusdo EWS-
FLI1 (DE ALAVA et al., 1998), enquanto outros afirmam que ndo ha diferenga em termos de fendtipo
tumoral e prognéstico (LE DELEY et al., 2010).

Aumentar as taxas de cura tem sido um desafio para pacientes com doenca metastatica e
recidivante; a terapia alvo, conseguintemente, surge como uma opc¢do a ser explorada no qual o
progndstico pode ser melhorado. Além disso, pacientes com doenga metastatica tém maior chance de
apresentarem recidiva; os tratamentos devem, portanto, focalizar nas metastases e detencdo da doenca

recidivante.
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1.6. Tratamento

Desde a descoberta do tumor por James Ewing, o tratamento e o progndstico dos pacientes
melhoraram substancialmente. Terapia local suplementada com quimioterapia e radioterapia é o
tratamento padrdo para um vasto ndmero de tumores solidos, incluindo SE. Antes da utilizacdo da
quimioterapia, cerca de 80-90% dos pacientes desenvolviam doenga metastatica apesar do controle local
agressivo, como amputacdo de membros, por exemplo (MOORE & HAYDON, 2014). Hoje em dia, 0
tratamento padrdo para SE envolve quimioterapia neoadjuvante, seguido pelo tratamento local com
cirurgia e radioterapia, dependendo de caracteristicas do tumor como tamanho, possibilidade de ressec¢do
e proximidade com estruturas criticas. Seguido a isso, € indicado a quimioterapia adjuvante.

Uma vez que a grande maioria dos pacientes desenvolve metéstases caso seja realizado apenas 0
controle local, a quimioterapia sistémica é crucial para eliminar as micrometastases subclinicas. A
ciclofosfamida foi a primeira droga a mostrar algum beneficio quando comecou a ser utilizada nos anos
60 (SUTOW & SULLIVAN, 1962). No entanto, os maiores beneficios foram obtidos quando outros
agentes sistémicos foram coligados no tratamento. Novos estudos que incorporavam multiagentes como
vincristina, doxorrubicina, ciclofosfamida e dactiomicina (VACD) tiveram uma taxa de sobrevida, em 5
anos, de 50-60% no tratamento da doenca localizada (BACCI et al., 1989; BACCI et al., 1991). Estudos
subsequentes, os quais incluiram etoposideo e isofosfamida, obtiveram um aumento na taxa de sobrevida
para 69%. Devido a esses estudos clinicos, a terapia de primeira linha, atualmente, consiste em terapia
neoadjuvante, usualmente combinando entre 4 a 6 quimioterapicos entre vincristina (V), doxorrubicina
(D), etoposideo (E), ciclofosfamida (C), isofosfamida (I) e actinomicina-D (A). A combinacdo mais
utilizada na Europa é VIDE/VAI, enquanto nos Estados Unidos é VDC/IE (ESMO, 2014). Esse tipo de
tratamento, entretanto, ndo ataca especificamente 0s mecanismos patogénicos das células de SE; levando,
consequentemente, a um aumento de resisténcia tumoral a quimioterapia convencional (AMARAL et al.,
2014). Além disso, esse regime atual ndo é eficaz para pacientes com doenca metastatica (GRIER et al.,

2003), que, até hoje, apresentam uma taxa de sobrevida extremamente baixa.
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Para subverter esse baixo indice de cura em doenga metastatica, varios protocolos foram
explorados, como intensificacdo de doses e transplante de medula Ossea que, entretanto, apenas
subverteram os pacientes a toxicidade e complicagfes decorrentes do tratamento, apresentando muito
pouco beneficio clinico (KUSHNER & MEYERS, 2001). Ou seja, a utilizacdo da quimioterapia
citotoxica, ha anos, atingiu um platé no que se refere a aumento de sobrevida dos pacientes, o que leva
clinicos e pesquisadores a darem maior atencdo e importancia a outras areas, como a terapia de alvo
molecular, a qual tem alcangado grande destaque no tratamento de todos os tipos de tumor.

Apesar de importantes avangos no que se refere a sobrevida dos pacientes devido ao advento da
quimioterapia sistémica e o controle local com cirurgia e radiacdo, existe muito espaco para
melhoramentos, especialmente em pacientes com doenga metastéatica e aqueles os quais desenvolvem
recorréncia. Pesquisas atuais devem focar-se, também, em tratamentos que aumentem a sobrevida e
reduzam a toxicidade e morbidade associadas as opcdes terapéuticas atuais. Tal toxicidade € um grande

agente limitador da terapéutica envolvida contra o tumor.

1.7. Mecanismos de resisténcia

Apesar dos grandes esforcos objetivando identificar novas drogas terapéuticas, ha uma alta
porcentagem de tumores que nao respondem, seja a quimioterapia citotoxica, seja ao uso de terapia alvo.
Ha diversos mecanismos pelos quais o SE torna-se imune a quimioterapia, como o0 envolvimento de
células tronco tumorais (CTT), ativacdo de vias de proliferacdo celular, envolvimento do microambiente
tumoral e ganho de novas mutagdes as quais permitem o tumor escapar da citotoxicidade farmacologica
(AHMED et al., 2014).

Ja foram identificadas CTT em SE, as quais estdo relacionadas a resisténcia (SUVA et al., 2009).
Mesmo os pacientes de alto risco apresentam uma boa resposta inicial ao tratamento antes de recidivarem.
Uma explicacdo seria a presenca de células tronco resistentes a quimioterapia, uma vez que sdo capazes
de gerar uma populacao de células tumorais diferenciadas a partir de um Unico clone (BAO et al., 2013).

CTT sdo mais resistentes a quimioterapia convencional, como doxorrubicina e etoposideo, visto que
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possuem mecanismos diferenciados que permitem sua sobrevivéncia, como aumento da expressdo da
maquinaria de reparo do DNA, capacidade de permanecer em quiescéncia para resistir a drogas que
afetam o ciclo celular, interrupgdo dos mecanismos que levam a apoptose, expressdo de genes de
resisténcia (SAINI & SHOEMAKER, 2010).

Além disso, diversas vias de proliferacdo celular identificadas em SE colaboram para a
manutencgéo da carcinogénse, como MAPK/Erk e PI3K/mTOR/Akt (GERYK-HALL & HUGHES, 2009;
CHANDHANAYINGYONG et al., 2012), as quais estdo constantemente ativadas em células de SE
resistentes a terapia. A abundancia de vias de proliferacdo e o cross-talk entre diferentes sinais induzem o
crescimento continuo do tumor, afetando ndo sé a eficiéncia da quimioterapia convencional, mas também
os efeitos inibitorios da terapia de alvo molecular (LIU et al., 2013). Recentemente, um estudo mostrou
que a via da MAPK funciona como um mecanismo compensatorio em linhagens de SE expostas a
inibicdo de IGF-1R (WAGNER & MAKI, 2013). Ou seja, a utilizagdo de inibidores de apenas um
receptor celular d& oportunidades para a célula escapar da morte através da ativacdo de outras vias de
proliferacdo complementares. Tal fato salienta a importancia da terapia alvo combinada, ou, até mesmo, a
utilizacdo de uma droga que afete mais de um receptor tirosina cinase.

A heterogeneidade tumoral em SE é outro fator responsavel pela resisténcia, a qual pode ser
demonstrada tanto a nivel histopatologico, imunofenotipico e molecular (AHMED et al., 2014).
Inibidores tumorais, sozinhos ou combinados, sdo efetivos apenas para uma parte da populagdo tumoral,
sendo que as células ndo afetadas continuam proliferando (FISHER et al., 2013). Essa hipo6tese pode ser
vista quando temos como alvo IGF-1R e mTOR, o que resulta em resposta completa em camundongos
xenotranplantados, diferentemente do que ocorreu na pratica clinica, possivelmente pela maior
heterogeneidade tumoral desse tumor em humanos (NAING et al., 2012).

Ha diversos mecanismos de resisténcia presente em SE, seja contra quimioterapia classica, seja
contra terapia alvo. O fato é que esse é um dos maiores problemas enfrentados pela prética clinica,
principalmente devido a alta taxa de recidiva tumoral. As criangas sdo tratadas, retornando ao hospital, em

alguns meses, com um tumor mais agressivo e resistente aos tratamentos. O desenvolvimento de novas

22



terapias capazes de subverter esses mecanismos pode oferecer uma chance para melhores resultados de
cura, além de diminuir a morbidade, como amputacdo de membros, que, certamente, apresenta um

Impacto extremamente negativo na vida dessas criancas.

1.8. Perspectivas para o tratamento

Os principais alvos moleculares em estudo em SE podem ser encontrados em excelentes revisoes
da literatura de autoria de Kelleher & Thomas (2012) e Amaral et al (2014). Tais alvos incluem
silenciamento do gene EWS-FLI1, antagonistas de IGF-1R, inibidores de mTOR, anticorpos contra CD-
99, imunoterapia, utilizacdo de inibidores de desacetilase de histonas, uma longa lista de inibidores de
tirosina cinases, entre outros (Figura 4).

O produto da fusdo EWS-FLI1, certamente, € o0 alvo terapéutico mais 6bvio, uma vez que o fator
de transcricdo quimérico esta diretamente relacionado a patogénese da doencga. Ha trabalhos mostrando
que a utilizacdo de cDNA antisenso e SiRNA reduzem a expressdo de EWS-FLI1, aumentando a
sobrevida de camundongos portadores de SE (HU-LIESKOVAN et al., 2005). Entretanto, uma vez que
esse tipo de terapia ndo ainda ndo pode ser administrada farmacologicamente, seu uso clinico ainda nédo é
aplicavel.

Outro alvo extremamente estudado é o receptor de IGF que, apesar de apresentar excelentes
resultados in vitro e in vivo quando inibido, na pratica clinica, entretanto, exibiu beneficios em apenas
uma pequena populacdo de pacientes (SUBBIAH & KURZROCK, 2012). Tal fato ndo inviabiliza a
utilizacdo de terapias que inibem a atividade desse receptor; deve-se, entretanto, realizar estudos os quais
consigam selecionar pacientes que se beneficiariam delas.

A avaliacdo clinica utilizando terapia de alvo molecular contra SE ainda esta em estagios iniciais,
sendo necessarios mais estudos randomizados fase Ill, englobando uma maior quantidade de pacientes
para que o desenvolvimento dessas novas abordagens possa ocorrer, assim como aumentar os esfor¢os em

pesquisa basica na busca por novos alvos terapéuticos que ainda ndo foram explorados.
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A provavel origem neuroectodérmica do SE abre um leque de possibilidades de novos alvos
terapéuticos. Dentre eles, destacam-se as neurotrofinas (NTs), as quais possuem papel central na
manutencdo de populacBes neuronais, além de estarem implicadas na proliferacdo, angiogénese,
metastase de um variado nimero de tumores (SCHULTE et al., 2005; BRUNETTO DE FARIAS et al.,

2010; DE FARIAS et al., 2012; BAO et al., 2013; LAWN et al., 2015).

Pequenas moléculas HSP90 i
Mab Anti-IGF1R mTOR i
Linsitinib

Trabectedina
Zalypsis
Lubirnectidina
ARA-C
Mitramicina
YK-4-279
PARP i

MLN4924

HDACi
Agentes demetilantes

“Trabectidina
Bevacizumab

Sunitinib

) Monécitos @ Células NK

® Progenitores da MO & Células de SE

HDACi
Trabectidina
Acido Zoledrdnico 4

*  Macrofagos

Y

/ Células de SE invasivas

*. Células endoteliais

Figura 4: Esquematizacdo das principais drogas utilizadas atualmente em pesquisa clinica e pré-clinica para SE. DDI
significa indugcdo de dano ao DNA, e HDAC:I significa inibidores de histona deacetilases. Fonte: adaptado de Amaral et al.,
Adv Anat Pathol 2014. Original disponivel em:
http://journals.lww.com/anatomicpathology/pages/articleviewer.aspx?year=2014&issue=01000&article=00005&type=abstract
(acessado em 17 de janeiro de 2015).

2. Neurotrofinas e seus receptores

2.1 Aspectos gerais

Os fatores neurotrdficos, ou NTs, sdo proteinas secretadas pelas células as quais regulam quase
todos os aspectos do desenvolvimento e funcdo neuronal, mas, também, exercem papeis extremamente

importantes em tecidos ndo neurais (REICHARDT, 2006). O fator de crescimento do nervo (NGF — nerve
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grow factor do inglés) é o membro mais estudado e caracterizado da familia das NTs (LEVI-
MONTALCINI, 1987), o qual foi descoberto hd mais de meio século (HAMBURGER & LEVI-
MONTALCINI, 1949) e cada vez mais relacionado, atualmente, a condices fisioldgicas e patoldgicas em
seres humanos. O NGF esté presente em maiores quantidades no sistema nervoso central (SNC), local em
que apresenta funcdo trofica no desenvolvimento de manutencdo de neurénios colinérgicos, entre outras
funcbes (DREYFUS, 1989).

N&do menos importante, a segunda NT identificada, o fator neurotrofico derivado de cérebro
(BDNF — brain derived neurotrophic factor do inglés), assim como o NGF, possui uma gama de efeitos
por todo o corpo. BDNF é fundamental no processo de estimulacdo neuronal, sendo crucial para o
desenvolvimento e manutengdo da memoria. Além disso, a sinalizacdo NT/Trk (sendo Trk a familia de
receptores desses fatores) funciona como um sistema enddgeno o qual protege os neur6nios de insultos
bioguimicos, isquemia transiente e injuria fisica (HUANG & REICHARDT, 2001).

Dois membros adicionais, neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5), foram identificados
mais tarde (IBANEZ, 1995), possuindo, também, papel na manutencio do SNC (CAI et al., 2014). E,
mais recentemente, duas novas NTs foram clonadas de peixes e designadas como NT-6 (GOTZ et al.,
1994) e NT-7 (LAI et al., 1998). Essas ultimas ndo apresentam ort6logos em mamiferos; interagem,
todavia, com 0S mesmos receptores.

NTs sdo sintetizadas por diferentes 6rgdos pelo corpo e sdo essenciais ndo apenas para a
manutencdo e propagacado de sinais no SNC. NTs tém papel fundamental durante o desenvolvimento renal
(CAROLEDO et al., 2014), dos linfécitos B (MELAMED et al., 1996), eosindfilos (RAAP et al., 2008), de
células precursoras endoteliais da medula 6ssea (KERMANI et al., 2005), desenvolvimento do coragdo
(LIN et al., 2000; FENG et al., 2015) e dos musculos (COLOMBO et al., 2013), remodelamento vascular
(LY etal., 2014) e diferenciacdo ovariana (DISSEN et al., 1995). Além disso, células tronco embrionarias
expressam TrkB e TrkC; a sua sobrevivéncia e capacidade clonal depende, por isso, da expressao de seus

ligantes no meio circundante (HUANG & REICHARDT, 2001).
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Os transcritos de NTs sdo sintetizados em precursores proteicos de tamanho similar (26 kDa), e
sdo compostos de NT madura (13 kDa) adicionada a uma sequéncia peptidica na porcao N-terminal. Esse
composto é chamado de pré-neurotrofina (pré-NT), o qual pode ser clivado por proteases intracelulares

ou extracelulares, gerando, por consequéncia, a NT madura (TENG et al., 2010) (Figura 5).

2.2. Os receptores de neurotrofinas

As NTs ligam-se a duas classes de receptores completamente distintas: Trks e p75NTR. Em
mamiferos, a familia de receptores tirosina cinases Trk (do inglés: tropomyosin receptor kinase) constitui
uma das maiores classes de receptores de NTs. Cada NT tera uma maior afinidade a um tipo especifico de
Trk. Ou seja, NGF liga-se a TrkA (KLEIN et al., 1991), TrkB é ativado por BDNF e NT-4/5 (SQUINTO
et al., 1991) e NT-3 ativa TrkC (LAMBALLE et al., 1991) (Figura 5). Apesar dessa certa seletividade,
entretanto, estudos em linhagens celulares apontam a possibilidade de promiscuidade entre esses ligantes
e todos os trés receptores (TrkA, TrkB e TrkC) cuja ativacdo é dependente da concentracdo de NTs e do
tipo celular o qual estdo expressos (CHAO, 2003). Nessa linha de pensamento, estudos adicionais
mostraram que NT-3 pode ativar, embora com menor eficiéncia, tanto TrkA quanto TrkB (KAPLAN &
MILLER, 2000).

A expressdo e ativacdo de Trks também pode ser influenciada por um ndmero de diferentes
sistemas coexpressos pela célula. Receptores esteroides, receptores acoplados a proteina G, e outros
receptores tirosina cinases podem ativar Trks e suas vias a jusante, como PLCy e PI3K, mesmo na

auséncia de NTs (CHAOQ, 2003).
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Figura 5: InteracGes com os receptores de NTs. A figura ilustra as principais interagdes de cada uma das quatro NTs de
mamiferos. Cada NT liga-se a p75NTR, mas exibem maior especificidade aos receptores Trks. Da mesma forma, as pr6-NTs
580 capazes de ativar p75NTR. Apds o processo de maturacao das pr6-NTs, cada NT madura exibe interagfes mais especificas
com um dos trés receptores Trks. NGF liga-se especificamente a TrkA; BDNF e NT-4/5 reconhecem TrkB; NT-3 reconhece
TrkC. Em alguns contextos celulares, NT-3 é capaz de ativar TrkA e TrkB com menor eficiéncia. Fonte: adaptado de
Hondermarck H., Cytokine Growth Factor Rev 2012. Original disponivel em: http://www.cgfr.co.uk/article/S1359-
6101%2812%2900043-3/abstract (acessado em 21 de janeiro de 2015).

Trks sdo receptores tirosina cinase tipicos cuja ativacdo induz homodimerizacgéo e autofosforilacéo
reciproca dos dominios cinases intracelulares (HUANG & REICHARDT, 2001). Esses receptores sao
ativados, especificamente, pelas formas maduras e ndo pelas pro-NTs provindas da transcricdo génica
(LEE et al., 2001) (Figura 5). Em vista disso, as proteases que controlam o processamento das NTs
também controlam, consequentemente, a resposta aos receptores. Além disso, endocitose e transferéncia
de receptores Trks entre diferentes compartimentos de membrana ajudam no controle, eficiéncia e
duracdo da sinalizagdo celular, em parte porque muitas proteinas adaptadoras e propagadoras do sinal

estdo localizadas em diferentes compartimentos celulares (YORK et al., 2000).
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Estruturalmente, o dominio extracelular de cada Trk consiste em uma regido rica em cisteina (C1),
seguida por trés repeticdes ricas em leucina (LRR1-3), outra regido rica em cisteina (C2), e dois dominios
Ig-like (lIgl e Ig2) (Figura 5). Esses Ultimos sdo os responsaveis pelas interagdes com as NTs. Cada
receptor apresenta uma regido transmembrana a qual termina em uma tirosina cinase citoplasmatica
contendo um dominio cercado por diversos residuos de tirosina, os quais servem como locais de ligagdo
para adaptadores citoplasmaticos e enzimas. Faz-se importante o estudo detalhado de cada receptor, uma
vez que seu bloqueio pode ser importante no controle de diversas patologias, como o cancer.

Além dos Trks, existe outro receptor importante na sinalizacdo desencadeada pelas NTSs,
especialmente NGF: o p75NTR. Estruturalmente, p75 é um membro da familia do fator de necrose
tumoral (TNF); regula, porém, a funcéo de Trks em diversos niveis. p75NTR, por exemplo, liga-se a NTs
na presenca de Trks, ajudando a inibir a ligacdo de NT ndo preferenciais, aumentando a ativacdo de Trks
por suas NTs preferenciais (ROUX & BARKER, 2002). Além disso, p75NTR potencializa a ativacéo de
TrkA sobre baixas concentracfes de NGF (BIBEL et al., 1999). Em vista de suas funcdes, estudos
mostraram que déficits sensoriais sdo vistos em camundongos desprovidos de p75NTR (STUCKY &
KOLTZENBURG, 1997).

Formas imaturas e ndo processadas de NTs (pro-NTs), as quais sdo produzidas em condicdes
cerebrais patologicas, entretanto, tém a capacidade de se ligarem a p75, transmitindo um sinal de “morte”
pela via JNK cinase (REICHARDT, 2006) (Figura 6). Tal via, quando ativada, € incapaz de ser revertida
pela ativacdo de Trks, levando os neurdnios a entrarem, conseguintemente, em processo de apoptose

(HAREL et al., 2010).

2.3. Sinalizacao celular ativada pelas neurotrofinas
A sinalizagéo celular de Trks foi primeiramente descrita em linhagens PC12 de feocromacitoma
de rato, e confirmada, posteriormente, em cultura primaria de neurénios do sistema simpatico. Utilizando

o0 tratamento com NGF exdgeno, células PC12 pararam de proliferar e entraram em processo de extensdo
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de neuritos, diferenciando-se em neurbnios do sistema simpatico, tornando-se indistinguiveis de sua
forma original (GREENE & KAPLAN, 1995).

O dominio citoplasméatico dos Trks contém diversas tirosinas as quais sdo substratos para
fosforilagdo (Figura 6). Existem cinco residuos intracelulares de tirosina os quais sdo fosforilados, mas
apenas 0s residuos Y496 e Y791 sdo responsaveis pela ativacdo de segundos mensageiros e, por
conseguinte, propagacdo da sinalizagdo intracelular. Quando ativados, esses residuos recrutam uma
grande variedade de proteinas adaptadoras, como SHC e PTB (SEGAL & GREENBERG, 1996). As
principais vias ativadas pelos receptores Trk sdo RassMAPK, PI3K, PLCy (HUANG & REICHARDT,
2003). Uma vez ativados, os trés membros da familia Trk perpetuam seu sinal por diversas rotas, o que
dependerd, também das proteinas de ancoragem que ligarem nas tirosinas fosforiladas (HUANG &
REICHARDT, 2003). A ativagdo dessas cascatas de sinalizacdo resulta na ativacdo da transcricdo e outros
programas celulares os quais medeiam a proliferacdo, a plasticidade sinéptica, o crescimento e reparacao
de neuritos, a prevencdo da neurodegeneracdo, a manutencdo sensorial dos neurénios, apoptose, entre
outras caracteristicas (LEE et al., 2001; HUANG & REICHARDT, 2003). Ou seja, neurdnios sdo

inviaveis na auséncia desses sinais.
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Figura 6: Vias canbnicas da sinalizacdo Trk. A figura mostra as principais proteinas adaptadoras e as vias de sinalizacdo
ativadas em resposta ao estimulo de Trks e p75NTR por seus ligantes. p75NTR regula NF-kB cuja ativagdo resulta na
transcricdo de inUmeros genes 0s quais promovem sobrevivéncia neuronal. A ativacdo de c-Jun a qual promove apoptose
celular. Controla, também, a ativacdo de Rho, responsavel pela motilidade e crescimento celular. Cada receptor Trk controla
trés vias principais: a ativacdo de Ras resulta na ativacdo de MAPK, promovendo diferenciacdo neuronal e crescimento de
neuritos; a ativacdo de PI3K promove a sobrevivéncia e crescimento celular; a ativagdo de PLCy resulta na ativagdo de PKC,
promovendo plasticidade sindptica. Cada uma dessas vias regula a transcri¢do génica e estdo relacionadas, também, a génese
tumoral. Fonte: adaptado de Reichardt, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sc 2006. Original disponivel em;
http://rstb.royalsocietypublishing.org/content/361/1473/1545.1ong (acessado em 22 de janeiro de 2015).

2.4. Neurotrofinas e cancer

Uma vez que o estudo da ativacdo de Trks pelas NTs mostrou a estimulacdo da neuritogénese,
sobrevivéncia e migracdo em neurdnios normais (DREYFUS, 1989; HUANG & REICHARDT, 2001;
LEE et al., 2001), pesquisadores perceberam que esses mesmos mecanismos poderiam ser utilizados por
tumores, a fim de sobreviverem a insultos citotdxicos, proliferarem e gerar metéastases. A partir dessa
ideia, descobriu-se que Trks e NTs podem exercer um papel dualistico na oncogénese dos mais diversos
tipos tumorais.

A primeira associacdo clinica entre Trks e cancer surgiu com o achado de rearranjos oncogénicos
no gene de TrkA em carcinoma papilar e medular de tireoide (GIMM et al., 1999). Mesmo nesses tipos de
tumores, entretanto, a frequéncia de alteragdes genéticas nesses receptores € baixa, apesar de terem sido

30



identificadas, também, em outras neoplasias como como cancer de ovario, colorretal, melanoma, pulmao,
leucemia mieloide aguda, neuroblastoma (REUTHER et al., 2000; BARDELLI et al., 2003;
TACCONELLI et al., 2004; MARCHETTI et al., 2008; TOMASSON et al., 2008; GEIGER et al., 2011,
HARADA et al., 2011; MIRANDA et al., 2014).

H& vérios anos, um grande nimero de estudos tem detalhado a expressdo de Trks em diferentes
tipos de tumores, correlacionando expressdao com prognéstico ou estagio tumoral. Em neuroblastoma
(NB) — o tumor em que mais h& estudos relacionados a NTs/Trks — por exemplo, pacientes que
apresentam tumores com elevados niveis de TrkA (NAKAGAWARA et al, 1993) ou TrkC
(YAMASHIRO et al., 1996) tém um bom progndstico; aqueles que apresentam altos niveis de TrkB, ndo
obstante, tm um pior prognoéstico (NAKAGAWARA et al., 1994; ASGHARZADEH et al., 2006). Do
mesmo modo, a expressdo de BDNF e TrkB é associada ao fen6tipo metastatico em pacientes com cancer
colorretal (TANAKA et al., 2014), e a pior progndstico em pacientes com cancer gastrico e cancer de
pulmao ndo pequenas células (OKAMURA et al., 2012; TANAKA et al., 2014).

Apesar de os niveis NGF/TrkA estarem relacionados a um bom progndstico em neuroblastoma,
em outros tipos de tumores, porém, a histéria é diferente. Em colangiocarcinoma intraepéatico, por
exemplo, altos niveis de NGF/TrkA promovem fenétipo tumoral invasivo e proliferativo (YANG et al.,
2014), relacionando-se, também, a metastases em carcinoma cistico adenoide (NONG et al., 2010). Por
outro lado, a ativacdo de TrkA relaciona-se a uma maior sobrevida livre de doenca em cancer de mama
(YOUSSEF et al., 2014). Niveis elevados de TrkC estdo associados a um melhor prognéstico em
meduloblastoma e cancer de mama, adquirindo, também, papel de supressor tumoral em céancer colorretal
(SEGAL et al., 1994; LUO et al., 2013; ZHANG et al., 2014). Tais achados apontam, consequentemente,
que a influéncia de NTs e Trks no progndstico de tumores depende do tipo histoldgico sob analise, o que
evidencia, ainda mais, a necessidade da determinagdo desses marcadores tumorais nos diversos tipos de
neoplasias, principalmente aquelas que essa relacao nunca foi explorada, como o SE.

Por isso, uma excelente estratégia para o estudo do papel de NTs em SE é verificar a inibigéo de

Trks em células desse tumor. Neste trabalho, por exemplo, utilizamos um inibidor especifico de TrkB
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(ANA-12), que é a primeira pequena molécula descoberta a qual apresenta efeito antagdnico seletivo ao
TrkB (CAZORLA et al., 2011). ANA-12 liga-se a TrkB, inibindo a cascata de sinaliza¢do induzida pelo
BDNF. Além disso, verificamos a atividade in vitro de GW 4417560, que é uma molécula sintética a qual
exibe alta seletividade e poténcia na inibicdo da atividade de tirosina cinase de TrkA (WOOQOD et al.,
2004). Por fim, verificamos a atividade de K252a, que é um pan-inibidor de Trks (inibe TrkA, TrkB e
TrkC) (KNUSEL & HEFTI, 1992). Tal molécula vem sendo utilizada em diversos estudos como
potencial agente terapéutico contra diversos tipos de cancer (TANAKA et al., 2014), além de ensaios

clinicos randomizados (MARSHALL et al., 2005).

2.4.1. BDNF/TrkB

A constatacdo de que NTs tém valor progndéstico no meio clinico levou pesquisadores a tentarem
desvendar a influéncia e o mecanismo desses fatores a nivel celular e molecular. Assim como em
neurdnios, a sobrevivéncia de células de NB expostas a drogas citotoxicas € mediada, em parte, pela
ativacdo de a PI3K (JABOIN et al., 2002) e Akt (LI et al., 2005) via Trk. Esses estudos demonstraram
que os efeitos dos agentes quimioterapicos sdo atenuados mesmo se o tumor que apresenta altos niveis de
TrkB esta presente em um ambiente com niveis baixos de BDNF. Da mesma forma, se o tumor apresenta
baixos niveis de TrkB e estiver em um ambiente rico em BDNF, o efeito das drogas citotdxicas € menor.
Células de NB que expressam TrkB sobrevivem em condicdes de limitacdo de fatores de crescimento
(ENCINAS et al., 1999), apresentam aumento da invasividade e aumentam a producdo de VEGF
(NAKAMURA et al., 2006). Células de NB que sobrevivem a exposi¢cOes de agentes citotoxicos
expressam, também, niveis elevados de BDNF, sugerindo que a sinalizagdo NT/Trk contribui para o
fenotipo de resisténcia a quimioterapia (HO et al., 2002). Nessa mesma linha, recentemente, nosso grupo
de pesquisas apresentou, pela primeira vez, resultados apontando que a sinalizacdo BDNF/TrkB é capaz
de proteger células de cancer colorretal da inibicdo da via do EGFR por cetuximabe (DE FARIAS et al.,

2012).
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Além disso, outros estudos apontam que hipdxia induz expressdao de TrkB (MARTENS et al.,
2007). Ou seja, 0 microambiente tumoral rico em NTs permite a sobrevivéncia da célula cancerigena, a
qual pode acarretar em recidiva tumoral. Essas caracteristicas, apesar de serem descritas em outros tipos
tumorais, devem ser levadas em consideracdo quando falamos em SE, uma vez que podem ter
participacdo na resisténcia, recidiva e metastase dessa doenca. Logo, inibir essas vias seria um passo
essencial para desvendar o papel que as NTs apresentam na fisiologia celular desses tumores.

TrkB tem um papel importante, também, na geracdo metastases de células tumorais. BDNF
estimula desagregacdo celular e aumenta a habilidade de células de hepatoma em degradar a matriz
extracelular, facilitando a invasividade (ZHANG et al., 2009), tal habilidade, da mesma forma, se
expressa clinicamente em adenocarcinoma de pulmédo (SINKEVICIUS et al., 2014). QOutros estudos
mostraram que células de cancer colorretal as quais expressavam o receptor foram resistentes a anoikis
(DAWSON et al., 2015). Distintos trabalhos apresentaram o envolvimento dessa via na tumorigénese de
cancer de ovéario (ZHENG et al., 2011), pancreas (SCLABAS et al., 2005), assim como cancer de prostata
(FESTUCCIA et al., 2007) e gastrico (ZHANG et al., 2008).

BDNF estimula a neovascularizacdo via recrutamento de células endoteliais progenitoras que
expressam TrkB (KERMANI et al., 2005), mostrando que células tumorais, via estimulacdo autdcrina,
sdo capazes de induzir angiogénese. Em carcinoma hepatocelular, a angiogénese é diretamente aumentada
por VEGF, o qual é mediado, também, pela via BDNF/TrkB (LAM et al., 2011). Tal efeito € abolido
quando as células sdo tratadas com iRNA contra BDNF.

Em contraste com seus efeitos pré-tumorigénicos descritos, TrkB é associado a uma biologia e
prognostico favoravel em carcinoma medular de tireoide (MCGREGOR et al., 1999). Esse achado, apesar
de raro nos diversos tipos de cancer, sugere que a resposta direcionada pelo TrkB é especifico para cada

tipo de célula.
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2.4.2. NGF/TrkA

Assim como o BDNF/TrkB, a via NGF/TrkA est4 envolvida na regulacdo da sobrevivéncia,
diferenciacdo e proliferacdo de células neuronais e ndo-neuronais (MOLLOY et al., 2011), além de ter
sua expressdo detectada em uma grande variedade de tecidos e células neopléasicas (MACGROGAN et
al., 2006).

Ligando-se ao p75NTR, NGF inicia o recrutamento de varios adaptadores, 0s quais ativam a JNK
levando a apoptose, e ativando a via NF-kB para promover a sobrevivéncia celular. Pela ligagao a TrkA,
NGF inicia vias de sobrevivéncia, como a sinalizacdo PI3K/AKT e Ras/Raf, e via da Ras/sMAPK para
promover proliferacdo e metastase (figura 6) (MACGROGAN et al., 2006).

De maneira extremamente diferente do que ocorre com a expressao tumoral de BDNF/TrkB, a
qual esta relacionada quase que exclusivamente a mal progndstico, metastase e progressdo tumoral; a
expressao e ativacdo de NGF/TrkA, todavia, ttm um papel mais indefinido, apresentando, logo, tanto
efeitos pr6 como antitumorais. Tal caracteristica vai depender do tipo celular, podendo apresentar, porém,
ambas as caracteristicas em so tipo tumoral.

Como ja apontado, a expressdo elevada de TrkA em NB esta associada a um bom prognostico.
Consistente com essa observacdo, uma alta expressdo do mesmo receptor em células desse tumor esta
relacionada em diminuicdo da invasividade, do crescimento tumoral (WOO et al., 2004) e diminui¢do da
expressao de fatores de crescimento para angiogénese (EGGERT et al., 2002).

NGF previne o crescimento tumoral de cancer de prostata através da regulacdo da inervacao
perivascular, a qual controla o volume sanguineo que nutre o tumor. Ou seja, a administragdo subcutanea
de NGF em camundongos nude suprime o crescimento desse cancer por uma via indireta, sem apresentar
efeitos citotoxicos (GODA et al., 2010). Em contraste, outros estudos mostram que NGF promove
metastase nesse mesmo tipo de tumor, uma vez que a administracdo de gamaglobulina contendo
anticorpos naturais contra NGF é capaz de inibir a migracéo celular (WARRINGTON & LEWIS, 2011).
Para complementar, mais trabalhos apontam o papel de NGF na sobrevivéncia do cancer de prostata, o

qual é revertido pela administracdo de testosterona (ANAGNOSTOPOULOU et al., 2013).
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Estudos recentes demonstraram que a expressdo de TrkA esta aumentada durante a progressao
cancer medular de tiredide (MCGREGOR et al., 1999). Além disso, o crescimento celular esta associado
ao NGF/TrkA em céncer de pancreas (ZHU et al., 2001). Do mesmo modo, foi demonstrado, tanto in
vitro como in vivo, que a estimulagdo de TrkA resulta em crescimento de cancer de mama, e a
suprexpressao do receptor promove, também, migracao e invasao celular, aumentando, logo, o nimero de
metastases em camundongos xenotransplantados (LAGADEC et al., 2009).

Além do seu papel na fisiologia celular tumoral, acredita-se que NGF e seu receptor tém um papel
importante como mediador da dor cronica (SCHAIBLE, 2015). Foi demonstrado que NGF esta envolvido
na invaséao perineural, um processo no qual células tumorais invadem nervos vizinhos, desencadeando dor
em diversas malignidades, incluindo cancer de mama, préstata e pancreas (KOLOKYTHAS et al., 2010).

NGF pode promover uma reorganizacdo patoldgica de fibras sensoriais as quais expressam seu
receptor. Por consequéncia, as terapias que previnem essa reorganizacdo de fibras sensoriais podem
fornecer um melhor conhecimento dos mecanismos que causam dor no cancer (MANTYH et al., 2010).

Em um modelo animal de dor dssea induzida por cancer de prostata, tanto a administracdo
preventiva, quanto a tardia de anticorpos monoclonais contra NGF, significativamente reduziram o
comportamento nociceptivo dos animais, além de diminuir o brotamento de nervos sensitivos simpaticos
(JIMENEZ-ANDRADE et al., 2011). Outros estudos mostraram que a administracdo precoce e
sustentada, ao invés da administracdo tardia e aguda de um inibidor de TrkA (ARRY-470) a
camundongos, marcadamente atenuou a dor Ossea causada pelo cancer e bloqueou significativamente,
também, o brotamento de fibras nervosas sensoriais em 0ssos portadores de tumor (GHILARDI et al.,
2010).

Tem sido proposto que a inibigdo dessa via pode-se tornar um excelente método para bloquear a
dor causada por tumores 6sseos (GHILARDI et al., 2010). Em se tratando de SE, em que o principal
sintoma é a dor devido a destrui¢do do tecido 6sseo, uma inibicdo de TrkA poderia tanto aliviar a dor do

paciente, quanto apresentar efeitos antitumorais.
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2.4.3. Neurotrofinas e sarcoma de Ewing

Existem apenas sete trabalhos muito antigos relacionando SE e NTs. Tais trabalhos focaram-se em
descrever o papel das NTs na fisiologia celular, além de verificarem a expressao dos receptores em um
namero pequeno de amostras de pacientes, sem, entretanto, apontarem essas vias como um possivel alvo
molecular para o tratamento da doenga.

O primeiro trabalho, de 1989, apenas demonstrou que algumas linhagens de SE respondiam ao
tratamento com NGF a nivel molecular, aumentando, entdo, niveis de mMRNA de c-fos (THOMSON et al.,
1989). Ao contrario, estudo posterior ndo observou aumento dos niveis c-fos, apds tratamento com NGF
em outras linhagens de SE, as quais expressavam TrkA a nivel imunoistoquimico (SUGIMOTO et al.,
1997). Ou seja, os estudos séo antagbnicos, ndo esclarecendo, pois, o papel de NGF em SE.

Outros estudos mantiveram seu foco na expressao dos receptores em biopsias de pacientes. O
primeiro (DONOVAN et al., 1993), utilizando anticorpo comum a todos os Trks (pan-Trk), revelou a
expressdo, a nivel imunoistoquimico, dos receptores (sem fazer distin¢do entre TrkA, TrkB e TrkC) em
cinco amostras de um total de cinco. Autores afirmaram, entdo, que Trks podem ter papel essencial na
patogénese do SE e, possivelmente, na diferenciacdo celular. O segundo estudo encontrou transcritos de
Trk em 9 de 10 amostras de SE (4 de 5 biopsias e 5 das 5 amostras de tumores implantados em
camundongos) (NOGUEIRA et al., 1997). Os autores afirmaram que uma amostra de biopsia, a qual
apresentava diferenciacdo neural, foi imunoreativa ao anticorpo contra pan-Trk. Esses estudos, apesar de
pioneiros na expressao de Trks em SE, utilizaram uma quantidade baixa de amostras sem fazer uma
disting&o entre os receptores, o que aumenta a necessidade, logo, de uma melhor avaliacéo.

Por fim, os dois estudos mais recentes focaram-se no papel do NGF na diferenciacdo celular em
SE. Kim et al (2002) mostraram que o tratamento de células de tumor de Askin (linhagem JK-GMS) com
NGF levou a ativagdo do receptor, induzindo diferenciagdo e inibigdo do crescimento celular. Tal efeito
foi abolido quando as mesmas células foram tratadas conjuntamente com K252a, que é um pan-inibidor

de Trks. As células, porém, ndo responderam a BDNF, mantendo, por isso, especificidade ao NGF. Outro
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estudo, porém, mostrou que NGF ndo induziu diferenciacdo e nem obteve efeitos na proliferacdo celular
na linhagem RD-ES de SE (STURLA et al., 2000).

Ou seja, apesar de ser um tumor com possivel origem neuroectodérmica, o qual apresenta diversos
marcadores neuronais, ainda néo foi esclarecido o papel de NTs/Trks em SE. Os estudos séo conflituosos
ou utilizaram um ndmero baixo de amostras; 0 que aumenta, por isso, a necessidade de uma melhor
avaliacdo do papel dessas vias em SE, a fim de desvendar, pois, ndo s6 o papel de NTs/Trks na fisiologia
tumoral, mas, também, encontrar um possivel novo alvo molecular a ser explorado para o tratamento

dessa doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar, in vitro, os efeitos sobre a proliferacdo e sobrevivéncia celular de NTs e inibidores de Trk,
utilizando diferentes combinacbes dessas substancias entre si e de associagdes com antineoplasicos

classicos utilizados no tratamento atual do SE.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Padronizar condicdes de crescimento em cultura das células de SE (linhagens SK-ES-1 e RD-ES);
3.2.2 Verificar a expressdo proteica de NGF/TrkA e BDNF/TrkB, pela técnica de imunoistoquimica, em
laminas selecionadas de blocos de parafina de amostras de tumores de pacientes com SE;

3.2.3 Verificar a expressdo de mRNA de NGF/TrkA e BDNF/TrkB nas linhagens celulares SK-ES-1 e
RD-ES;

3.2.4 Avaliar os efeitos da inibicdo das principais vias ativadas por Trks (PKC, PI3K e MAPK) nas
linhagens;

3.2.5 Induzir resisténcia a quimioterapia classica (vincristina, doxorrubicina e etoposideo) na linhagem
SK-ES-1 pelo método stepwise;

3.2.6 Determinar as curvas de dose dos farmacos antineoplasicos classicos vincristina, etoposideo e
doxorrubicina, nas células SK-ES-1, RD-ES e nas quimiorresistentes (SK-ES-1R);

3.2.7 Determinar as curvas de dose de ANA-12 (inibidor de TrkB), GW 441756 (inibidor de TrkA) e
K252a (pan-inibidor de Trks) nas células SK-ES-1, RD-ES e SK-ES-1R, assim como determinar o IC50
de cada agente;

3.2.8 Avaliar os efeitos celulares e moleculares do tratamento das células com K252a.
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4. CAPITULO 1

Trk inhibition decreases cell proliferation and survival and potentiates the effects of

chemotherapeutic agents in Ewing sarcoma cells

Situacdo: manuscrito publicado

Revista: Oncotarget
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ABSTRACT

Ewing sarcoma (ES) is a highly aggressive pediatric cancer that may arise from

neuronal precursors. Neurotrophins stimulate neuronal deviopment and plasticity. Here,
we found that neurotrophins nerve growth factor (NGF) and brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), as well as their receptors (TrkA and TrkB, respectively) are expressed in
ES tumors. Treatment with TrkA (GW-441756) or TrkB (Ana-12) selective inhibitors
decreased ES cell proliferation, and the effect was increased when the two inhibitors
were combined. ES cells treated with a pan-Trk inhibitor,
K252a, showed changes in morphology, reduced levels of B-III tubulin, and decreased
MRNA expression of NGF, BDNF, TrkA and TrkB. Furthermore, combining K252a with
subeffective doses of cytotoxic chemotherapeutic drugs resulted in a decrease in ES cell
proliferation and colony formation, even in chemoresistant cells. These results indicate
that Trk inhibition may be an emerging approach for the treatment of ES.

malignant properties of ES have been attributed to EWS/
FLI1 proteins acting as aberrant transcription factors [4].

Before chemotherapy became available, only about
10% of patients with ES survived [1]. Advances in
multimodality therapy, including aggressive neoadjuvant

INTRODUCTION

Tumors of the Ewing sarcoma (ES) family are
aggressive childhood cancers [1]. ES remains the second
most common primary bone malignancy in the pediatric

population, with an annual incidence of almost 3 cases per
million people in the USA [2]. These tumors are
characterized by highly aggressive, small round blue cells of
the bone and soft tissue, genetically marked by gene fusions
involving, most commonly, the EWS gene and a gene of the
ETS family (primarily FLI-1) [1, 3]. The

and adjuvant chemotherapy combined with surgery and/ or
radiation therapy, have improved long-term survival
dramatically, with the 5-year survival of patients with
localized disease reaching 70% [3, 5]. Unfortunately,
almost 20% of patients have refractory or recurrent disease
and approximately one-quarter to one-third present with
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metastatic disease at diagnosis [1]. Despite many attempts to
intensify treatments, survival remains poor in these patients.

Chemotherapy resistance has long been an
assiduous challenge for oncologists treating patients with
bone sarcomas [6]. Disease recurrence or progression
due to treatment resistance of the primary tumor
accounted for 60.3% of ES deaths among long-term (>5-
year) survivors in North America who were followed for
20 years posttreatment [7]. However, attempts to attack
ES with a higher chemotherapy dose-intensity have
produced great morbidity in patients [8]. Therefore,
many recent studies have focused on resolving the
mechanisms of ES resistance [9-12].

Elucidation of the mechanisms of ES resistance,
however, has been impeded by the elusiveness of the
cellular origin of ES. Substantial evidence supports a
neural cell origin [13-17], while other evidence supports
a mesenchymal stem cell origin [18-20]. Analyzing the
expression and function of tropomyosin receptor kinase
(Trk) family receptors, which are highly expressed in
cells of neural origin [21], on ES cells may inform the
development of targeted ES therapies.

The endogenous ligands for Trks are neurotrophins,
secreted proteins that play a major role in the survival,
differentiation, and maintenance of neuronal populations
[22]. Neurotrophins also mediate physiological actions
outside of the nervous system, including regulating cardiac
development, neovascularization, and immune system
homeostasis [23]. The four known human neurotrophins
— nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), neurotrophin 3 (NT-3), and neurotrophin 4/5
(NT-4/5) — exert their effects by binding Trk subtypes A, B
and C, or binding neurotrophin receptor p75NTR, a member
of the tumor necrosis factor receptor superfamily
[24]. Trk receptors have been identified as prognostic factors in
pediatric  malignancies of diverse origins, including
neuroblastoma and medulloblastoma [25]. In addition, recent
studies have shown that neurotrophins and their receptors are
involved in the proliferation, invasiveness, angiogenesis, and
drug resistance in various tumor types [25-29].

The potential involvement of neurotrophin receptors
in ES has been suggested [21, 30-35], but remains poorly
understood. Here, we verified whether Trk receptor
inhibition can display anticancer activities in ES cells.

RESULTS

Neurotrophin and Trk mRNA expression in
cell lines and protein content in tumor samples

Reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) experiments confirmed detectable levels of
MRNA transcripts for both NGF and BDNF, as well as
for the TrkA and TrkB receptors in SK-ES-1 and RD-ES
cell lines (Figure 1A, 1B). Subsequent analyses of
immunohistochemically labelled NGF, BDNF, TrkA,
and TrkB proteins in a set of seven tumor samples from

seven patients with ES revealed heterogenous expression
of these proteins across tumor samples (Figure 1C-1G).
BDNF was detected in all seven samples, involving, on
average, 41.5% of imaged tumor cells. TrkB and NGF
proteins were observed on average in 37% and 47% of
imaged cells, respectively, in six of the seven samples.
TrkA protein was detected in only two samples, in 40%
of cells on average. Detailed reporting of the incidence
(number of tumors) and distribution (percentage of
tumor cells) of labelling for each antigen according to
labeling strength/density are reported in detail in Table 1.

Inhibition of TrkA or TrkB reduce ES
cell proliferation

Cell counting after 72-h treatments of RD-ES and
SK-ES-1 cells with a range of doses of BDNF and NGF
(0.1, 1, 10, 100, 200 ng/ml) revealed no effects on cell
proliferation (Figure 2A, 2B). The lack of effect of BDNF
and NGF was also observed under quiescent conditions
(data not shown). When SK-ES-1 cells were exposed to the
selective BDNF inhibitor Ana-12, there was a significant
reduction in cell proliferation, relative to controls, at the
doses of 5 uM (p <.05), 10 uM (p < .01), and 15 uM (p <
.001; ICsg = 23.28 uM) (Figure 2D). Only the 15 uM dose
of Ana-12 (p < .05) reduced cell proliferation of RD-ES
cells significantly (ICsp = 20.89 uM) (Figure 2C).

The specific TrkA receptor inhibitor GW 441756
reduced proliferation of SK-ES-1 cells at all doses tested
[0.1 uM, (p<.01), 1 uM (p <.001), 5 uM (p <.001), 10
uM (p <.001), and 15 puM (p < .001; ICs0 = 1.13 uM)]
(Figure 2F) and reduced proliferation of RD-ES cells at all
but the lowest dose [1 uM (p < 0.05), 5 uM (p < 0.01), 10
uM (p <.001), and 15 uM (p < .001)(ICs0 = 1.94 uM)]
(Figure 2E). It is noteworthy that the ICso values were more
than ten times greater for the TrkB receptor inhibitor than
for the TrkA receptor inhibitor in both cell lines, indicating
higher sensitivity to the TrkA receptor inhibitor.

Inhibition was even more pronounced in both cells
with the pan-Trk receptor inhibitor K252a. After 72 h of
treatment, SK-ES-1 cell proliferation was decreased,
compared to controls, at K252a doses of 100 nM (K100) (p
<.001) and 1000 nM (K1000) (p < .001) (ICs0 = 61.27 M)
(Figure 2H). In the RD-ES line, reductions in proliferation
were also observed with 100 nM (p < .001) and 1000 nM (p
< .001) K252a (ICso = 48.57 nM) (Figure 2G). K252a
exhibited an inhibition potency that was almost 20 times
higher than that of the TrkA receptor inhibitor GW 441756,
which was the more potent selective inhibitor.

When SK-ES-1R cells were exposed to K252a
(Figure 21-2K), the K100 and K1000 groups had reduced
cell proliferation, relative to controls, in cells resistant to
Doxo (ICso = 60.75 nM), VP-16 (ICso = 48.66 nM), and

VCR (ICsp = 66.73 nM)(all p < .001). The results were
similar to those obtained in non-resistant cells,
demonstrating that sensitivity to Trk receptor inhibition
was retained in the chemoresistant cells.

www.impactjournals.com/oncotarget

34861

Oncotarget

41



Table 1: BDNF, TrkB, NGF, and TrkA incidence, distribution, and density in 7 ES tumor samples

Expression, N of 7 (%0)

Antibody - ) - -
negative weak focal weak difuse moderate difuse  strong difuse

BDNF 0 0 4(57.1) 3 (42.8) 0

TrkB 1(14.2) 0 5(71.4) 1(14.2) 0

NGF 1(14.2) 0 3(42.8) 3(42.8) 0

TrkA 5(71.4) 0 1(14.2) 1(14.2) 0

RD-ES

(Continued)
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Figure 1: (Continued ) Neurotrophin and Trk mRNA expression in cell lines and protein content in tumor samples. A. and B.
Expression of NGF/TrkA and BDNF/TrkB mRNA transcripts in both examined ES cell lines, RD-ES and SK-ES-1. C. Representative example
of HE-stained section of ES tumor sample demonstrating the small round blue cells that are characteristic of this tumor. D-G. Representative
photomicrographs of ES sections immunolabeled for BDNF, TrkB, NGF, and TrkA, respectively. Arrows indicate labelled cells.
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Figure 2: (Continued ) Inhibition of TrkA or TrkB reduces ES cell proliferation. A, B. Cell proliferation after 72-h treatment with
BDNF or NGF (0.1, 1, 10, 100, and 200 ng/mL) in RD-ES and SK-ES-1 cells (n = 3). C-J. Dose-response study of the TrkB-specific inhibitor
Ana-12 (uM) (C, D) the TrkA-specific inhibitor GW 441756 (uM) (E, F) and the pan-Trk inhibitor K252a (nM) G-K. on tumor cell proliferation
in human ES RD-ES, SK-ES-1, and SK-ES-1R cell lines. The ICsq for each drug was determined by trypan blue counting assay after 72 h
treatments. Cell proliferation was assessed in triplicate, in at least three independent experiments. Effect (fraction affected vs. control) is plotted
on the y-axis versus dose on the x-axis. The linear correlation coefficient r of the median-effect plot was >0.90 for all tested agents, ensuring
measurement accuracy and conformity to mass-action. Positive controls (100% cell viability) are denoted as ‘0’ effect on the y-axis. L. Cell
counts following combination treatments of Ana-12 with GW 441756 (0.1 and 1 uM, 72 h; n = 3). * vs. control; # vs. respective Ana-12 dose; &
vs. respective GW 441756 dose. Single, double, and triple symbols represent p < .05, p <.01,p <

.001, respectively.
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Combined treatment of Ana-12 and GW 441756
produced more robust inhibition of cell proliferation at
0.1 uM and 1 pM than either inhibitor alone at the same
doses in both cell lines (Figure 2L). These results are
consistent with the observation of greater effectiveness of
the pan-Trk receptor inhibitor K252a compared to
selective TrkA and TrkB receptor inhibitors.

SK-ES-1 cells are affected by specific
inhibitors of main pathways activated by Trks

The Trk-activated phosphoinositide  3-kinase
(PI3K), mitogen-activated protein kinase (MAPK), and
phospholipase C-gamma (PLCy)/protein kinase C (PKC)
intracellular signaling pathways are involved in vital cell
growth and survival processes [36]. As shown in Figure
3, treatment of ES cells with inhibitors of PI3K
(LY294002; p < .05), MAPK (UO 126; p < .05), or
PLCy/PKC (Go 6983; p < .01) for 72 h resulted in
significant reductions in proliferation.

Cell cycle, morphological, and mRNA
expression changes in cells treated with K252a

Flow cytometry cell-cycle analysis after K252a
treatment of SK-ES-1 cells for 24 h showed that at
100 nM, but not 1 nM, K252a increased the proportion of
G1 cells and decreased the proportion of cells in S phase.
Doxo was used as a positive control (Figure 4A).
Morphological changes, with possible neurite extensions,
were observed in cells exposed to 1000-nM K252a for 48
h (Figure 4B). Moreover, Trk inhibition led to a decrease
in the protein expression of B-111 tubulin, a neural
differentiation marker associated with aggressiveness

in tumors. K252a at 100 and 1000 nM induced a mean
decrease of 18% and 67% respectively in B-111 tubulin
relative to controls (Figure 4C—4E).

Significant decreases in the mRNA expression of
NGF (p < .05), TrkA (p <.01), BDNF (p <.001), and (p <
.01) were observed in SK-ES-1 cells treated with 100 nM
K252a for 24 h (Figure 4F).

Antitumor effects of citotoxic
chemotherapeutic agents in human ES cell lines

RD-ES, SK-ES-1, and SK-ES-1R cells were exposed
to increasing concentrations of standard clinical
chemotherapeutic agents, namely vincristine (VCR) (1-5
nM), etoposide (VP-16) (0.1-0.4 pM), and doxorubicin
(Doxo) (10-50 nM), for 72 h and trypan blue counting
assays were performed (dose-response curves and ICsg
values are shown in Figure 2). SK-ES-1R cells — in which
chemoresistance was induced by the stepwise method (see
Materials and Methods) — had significantly higher I1Cso
values (Figure 5C, 5F, and 5I) than non-resistant lines
for all three of these chemotherapeutic agents.

Trk inhibition results in a synergistic
enhancement of the antiproliferative effects
of chemotherapeutic agents in ES cells

Addition of K252a to a 72-h treatment with a
cytotoxic chemotherapeutic agent (VCR, Doxo, or VP-
16) resulted in lower cell counts compared to treatments
with each chemotherapeutic agent alone (Figure 6). For
example, at a 1 nM dose, neither K252a nor VCR affected
proliferation significantly. However, when a combined
VCR + K252a treatment was used, cell numbers were

Cell signaling inhibitors
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Figure 3: Specific Trk pathway inhibitors reduce SK-ES-1 cell growth. Cell proliferation, accessed by cell counting (n = 3),
was reduced after 72-h treatment with 20 pM LY 294002 (PI3K inhibitor; p <.05), UO 126 (MAPK inhibitor p <.05), or G6 6983 (PLCy/

PKC inhibitor; p <.01) compared to controls.
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Figure 4: (Continued ) Analyses of cell cycle, morphological changes, neuronal differentiation, and mRNA expression of
cells treated with K252a. A. SK-ES-1 cells were treated with K252a at doses of 1 (K1) and 100 nM (K100) for 24 h. D40 represents

40 nM doxorubicin, positive control. G2-phase and S-phase proportions of cells were increased and decreased, respectively with 100 nM, but not
1 nM, K252a (n =3). B. Image displaying morphological differences in SK-ES-1 cells treated with 1000 nM of K252a for 48 h. C. Trk inhibition
decreases expression of the neural differentiation marker B-I11 tubulin. Protein levels of B-111 tubulin were evaluated by immunoblotting (1B).
Relative densitometric analyses were normalized by p-actin and corrected based on vehicle controls. K252a at 100 and 1000 nM induced a mean
decrease of 18% and 67% respectively in B-111 tubulin relative to controls (p < .001; n=3). D. Representative Western blot replicate of -1l
tubulin levels after 48h of treatment with K252a. B-actin was used for loading control. E. Morphology of cells treated with 100 or 1000 nM
K252a for 48 h. F. The mRNA expression levels of NGF (p < .05), TrkA (p <.01), BDNF (p <.001), and TrkB (p < .01) were reduced in SK-ES-
1 cells treated with 100 nM K252a for 24 h (K) relative to levels in non-treated (NT) control cells (n = 3).

reduced significantly, with the resultant cell counts being
55% and 25% for SK-ES-1 and RD-ES respectively, of
the numbers of cells observed after individual treatments
(Table 2).

Trk inhibition enhances the antiproliferative
effect of chemotherapeutic agents
synergistically in ES chemoresistant cells

The antiproliferative  effect of K252a in
chemoresistant cells was similar to that seen in non-resistant
cells (Figure 2). Notably, administration of K252a in
combination with each of the tested chemotherapeutic
agents (VCR, VP-16, and Doxo) also produced a synergistic
antiproliferative effect in chemoresistant cells, indicating
that Trk receptor inhibition can re-sensitize cells to
chemotherapy (Figure 7, Table 3).

Treatment with chemotherapeutics plus K252a
co-treatment reduces ES cell colony formation
Analyses of wells plated with cells that had been

treated with drugs and allowed to grow for 10-14 days
showed that treatments of K252a combined with either

Doxo (Figure 8A, 8B) or VCR (Figure 8C, 8D) reduced the
number of colonies formed and the total area occupied by
colonies in both SK-ES-1 and RD-ES cell lines.

Combined treatment of K252a with VP-16 had a
reducing effect on the area occupied by colonies, but not
colony number (Figure 8F).

DISCUSSION

In this report, we showed that the pan-Trk inhibitor
K252a can change ES cell morphology, leading to
decreased expression of NGF, TrkA, BDNF, and TrkB.
K252a reduced the proliferation and survival of ES cells,
and produced a synergistic effect when used in
combination with chemotherapeutic agents at low doses,
even in chemoresistant cells.

Conventional cytotoxic chemotherapy is ineffective
in a quarter of patients with localized ES, and in three-
quarters of patients with metastatic disease [1]. First-line
therapy for localized disease consists of neoadjuvant
chemotherapy, which entails a combination of four to six
drugs (e.g VCR, Doxo, VP-16, cyclophosphamide,
ifosfamide, and dactinomycin) followed by local
interventions with surgery and/or radiotherapy when
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appropriate. Multimodal treatment can improve overall
survival (up to 60-70%) in localized disease [37], however
this improvement seems to have plateaued. These therapies
are being administered at a maximum tolerated intensity.
Therefore, raising cure rates may require a more
biologically targeted approach, such as one that enhances
the effectiveness of current modalities without worsening
side effects [38]. Furthermore, relapsed/refractory ES
remains uniformly fatal and novel approaches are urgently
needed to deal with such cases [39].

Neurotrophins and their receptors play several
roles in cancer. Neuroblastoma patients whose tumors
have elevated TrkA [40] or TrkC [40, 41] expression
have a better prognosis, than those who do not, whereas
those with higher TrkB and BDNF levels have a
particularly poor prognosis [42]. TrkB expression is also
associated with a bad prognosis in patients diagnosed
with Wilms tumor [43], but a favorable prognosis in
medullary thyroid carcinoma [44].

Some studies have shown that tumor cells treated with
BDNF are less sensitive to cytotoxic drugs [26,

45]. Moreover, neurotrophin signaling pathways may
function as endogenous systems that protect neurons after
biochemical insults, transient ischemia, or physical injury
[45, 46]; in other studies, however, BDNF showed anti-
cancer potential [47]. Neither BDNF nor NGF alone
affected cell proliferation at any of the doses tested here. It
is possible that ligand-independent neurotrophin receptor
signaling occurs in ES. Alternatively, secretion of
endogenous BDNF and NGF by the cells may be enough to
activate neurotrophin signaling at optimal levels.

When low doses of selective TrkA and TrkB
inhibitors were combined, we observed an increase in
antiproliferative effects relative to either inhibitor alone.
Also, a similar effect could be reached with nanomolar
doses of the pan-Trk receptor inhibitor K252a and was
observed in both chemoresistant and non-resistant ES cells.
These findings indicate that the combined inhibition
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Figure 5: Reduced antitumor effects of VCR (nM) A, B, C. VP-16 (uM) D, E, F. and Doxo (hM) G, H, I. in
chemoresistant ES cell line (SK-ES-IR) relative to two non-resistant cell lines. Dose-effect ICso concentration curves with
drug effect (fraction affected vs. control) represented on the y-axis and dose shown on the x-axis. Cell proliferation was assessed with the
trypan blue counting assay after 72-h drug treatments in triplicate, in at least three independent series of experiments. Positive controls
corresponding to 100% cell viability are denoted as ‘0’ effect on the y-axis. The linear correlation coefficient r of the median-effect plot
was >0.90 for all tested agents, indicating that the measurements were accurate and had conformity to mass-action. Doxo = doxorubicin;

VCR = vincristine; VP-16 = etoposide.
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Figure 6: Trk inhibition enhanced the antiproliferative effects of Doxo, VP-16, and VCR synergistically in ES cells. A,

B, C. Proliferation of cells treated with the chemotherapeutic agents VP-16 [0.01 (VP-16 0,01) and 0.1 (VP-16 0,1) uM], VCR [1
(VCR1) and 2 (VCR2) nM], and Doxo [10 (D10) and 20 (D20) nM] alone or in combination with the Trk inhibitor K252a [1 (K1) and
100 (K100) nM]. All combination treatments produced significant decreases compared to controls; some showed further differences
versus single treatment. * vs. control; # vs. respective K252a dose; & vs. respective chemotherapeutic dose. Single, double, and triple
symbols represent p < .05, p <.01, p <.001, respectively. See Table 2 for additional related data. SK-ES-1 treated with VCR (n = 4), VP-
16 (n = 3), Doxo (n = 5). RD-ES treated with VCR (n = 3), VP-16 (n = 3), Doxo (n = 4), where n is number of independent experiments
contributing to mean data shown. Doxo = doxorubicin; VCR = vincristine; VP-16 = etoposide.
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Table 2: Combination index (CI) values calculated from cellular proliferation assays of SK-ES-1 and RD-ES
cells treated with K252a, VCR, VP-16, and Doxo alone or in combination

Cell line Drugs (concentrations) Cl Interpretation
RD-ES VCR (1 nM) + K252a (1 nM) 0.440 Synergism
VCR (2 nM) + K252a (1 nM) 0.608 Synergism
VCR (1 nM) + K252a (100 nM) 0.734 Moderate synergism
VCR (2 nM) + K252a (100 nM) 0.891 Slight synergism
VP-16 (0.01 uM) + K252a (1 nM) 0.188 Strong synergism
VP-16 (0.1 uM) + K252a (1 nM) 0.531 Moderate synergism
?1/,\3316 (0.01 kM) =+ K252a (100 1.037 Nearly aditive
VP-16 (0.1 uM) + k252a (100 nM) 1.068 Nearly aditive
Doxo (10 nM) + K252a (1 nM) 0.629 Synergism
Doxo (20 nM) + K252a (1 nM) 1.179 Slight antagonism
Doxo (10 nM) + K252a (100 nM) 0.892 Slight synergism
Doxo(20 nM) + K252a (100 nM) 1.210 Moderate antagonism
SK-ES-1 VCR (1 nM) + K252a (1 nM) 0.513 Synergism
VCR (2 nM) + K252a (1 nM) 0.423 Synergism
VCR (1 nM) + K252a (100 nM) 0.596 Synergism
VCR (2 nM) + K252a (100 nM) 0.407 Synergism
VP-16 (0.01 uM) + K252a (1 nM) 0.216 Strong synergism
VP-16 (0.1 pM) + K252a (1 nM) 0.706 Moderate synergism
;/;-)16 (0.01 uM) + K252a (100 0.644 Synergism
VP-16 (0.1 uM) + k252a (100 nM) 0.688 Synergism
Doxo (10 nM) + K252a (1 nM) 0.777 Moderate synergism
Doxo (20 nM) + K252a (1 nM) 1.364 Moderate antagonism
Doxo (10 nM) + K252a (100 nM) 1.017 Nearly additive
Doxo (20 nM) + K252a (100 nM) 0.717 Moderate synergism

of TrkA and TrkB shows higher efficacy compared to
inhibiting either receptor alone.

Previous studies in other solid tumor types have
indicated that blocking either TrkA or TrkB may produce
antitumor effects [29, 36]. For example, Lee and
colleagues [48] showed that colorectal tumors positive
for TrkA expression presented NTRK1 rearrengements.
In addition, proliferation of NTRK1-rearranged patient-
derived cells was profoundly inhibited by entrectinib, a
pan-TRK inhibitor, and such inhibition was associated
with inactivation of TrkA, and down-regulation of
downstream signaling pathways.

Low doses of chemotherapeutics with differing
mechanisms of action had which had no effect when given
alone, but reduced cell proliferation when used together

with K252a. A similar effect was seen in a recent study
evaluating the efficacy of combining Doxo with an AXL
receptor inhibitor (another tyrosine kinase) [49], wherein
it was suggested that the synergistic effect depends on
the dose and drugs used. Importantly, the fact that
similar results were obtained with chemoresistant cells in
our study suggests that K252a may be able to subvert
general mechanisms of tumor resistance in ES.

Thompson and Levin [50] showed that the
morphology of RGC-5 cells (transformed cells expressing
surface markers characteristic of neuronal precursor cells
similar to ES cells) is changed following treatment with
1000 nM K252a. Similar to the present study, they observed
neurite extension following treatment. The fact that this
observation occurred in both normal and
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Figure 7: Trk inhibition enhances the antiproliferative effects of VCR, VP-16 and doxorubicin synergistically in
chemoresistant ES cells. A-C. Cells were treated and analyzed as in Figure 6. All adjuvant treatments produced significant reduction in

cell proliferation compared to non-treated controls; some differed significant from single treatments. * vs. control; * vs. respective K252a
dose; & vs. respective chemotherapeutic dose. Single, double, and triple symbols represent p < .05, p < .01, p < .001, respectively. See
Table 3 for additional related data. SK-ES-1R treated with VCR (n = 4), VP-16 (n = 3), Doxo (n = 3), where n is number of independent
experiments contributing to mean data shown. Doxo = doxorubicin; VCR = vincristine; VP-16 = etoposide.
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Table 3: Combination index values (CI) values calculated from cellular proliferation assays of SK-ES-
1R chemoresistant cells treated with K252a, VCR, VP-16, and Doxo alone or in combination

Drugs (concentrations) Cl Interpretation
VCR (1 nM) + K252a (1 nM) 0.218 Strong synergism
VCR (2 nM) + K252a (1 nM) 0.573 Synergism
VCR (1 nM) + K252a (100 nM) 0.381 Synergism
VCR (2 nM) + K252a (100 nM) 0.588 Synergism
VP-16 (0.01 uM) + K252a (1 nM) 0.094 Very strong synergism
VP-16 (0.1 uM) + K252a (1 nM) 0.697 Synergism
VP-16 (0.01 uM) + K252a (100 nM) 0.229 Strong synergism
VP-16 (0.1 uM) + k252a (100 nM) 0.798 Moderate synergism
Doxo (10 nM) + K252a (1 nM) 0.344 Synergism
Doxo (20 nM) + K252a (1 nM) 0.605 Synergism
Doxo (10 nM) + K252a (100 nM) 0.995 Nearly additive
Doxo (20 nM) + K252a (100 nM) 0.749 Moderate synergism
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Figure 8: (Continued ) K252a co-treatment with Doxo, VP-16, or VCR reduces ES cell colony formation. A, B. K252a and
Doxo. C, D. K252a and VCR. E, F. K252a and VP-16. Cells were treated as in Figure 6. Colony count data are shown in (A, C) and (E); colony
area data are shown in (B, D) and (F). Mean percentages of three independent experiments are shown. *, **, and *** represent p <

.05, p < .01 and p <.001, respectively, vs. control; #, # and ## represent p < .05, p < .01, and p < .001, respectively, vs. respective K252a
dose; & &% and &%& represent p < .05, p < .01, and p < .001, respectively, vs. respective chemotherapeutic dose. G. Representative
images from cell survival experiments with SK-ES-1 cells treated with Doxo [10 (D10) and 20 (D20) nM] and K252a [1 (K1) and 100
(K100) nM]. Doxo = doxorubicin; VCR = vincristine; VP-16 = etoposide.

chemoresistant cells could be critical to understanding
the synergy between K252a and chemotherapeutic agents
in that differentiated cells can become more sensitive.
There may be some specificity to ES cells with respect to
cell differentiation given that no morphological changes
were observed in fibroblast or feocromacitomas cell lines
treated with K252a [50]. However, neuronal differentiation
in our study was not confirmed by measuring the content of
B-11 tubulin, a marker of neuronal differentiation [51]. In
fact, a decrease in B-111 tubulin levels was observed in cells
treated with K252a. Interestingly, increased

B-111 tubulin has been associated with aggressiveness,
resistance to chemotherapy, and poor clinical outcomes
in solid tumors [51-54]. B-111 tubulin confers dynamic
properties to microtubules, likely contributing to
resistance to microtubule-targeting chemotherapy [51].
Thus, the decrease in B-111 tubulin observed in our study
might be related to restoring sensitivity to VCR and
K252-induced phenotypic alterations associated with
reduced aggressiveness. Further studies are warranted to
investigate this interesting possibility.

Activation of Trks leads to stimulation of
downstream mediators (i.e. MAPK, PLCy and PI-3
kinase pathways) important for growth, differentiation,
metastasis, and cell survival [36]. BDNF-induced

stimulation of TrkB results in increased expression of a
wide range of genes, and these alterations are blocked by
K252a. In addition, signaling mediated by MAPK is a
universal requirement for gene transcription alterations
related to Trk activation [55]. Our results indicate that
Trk activity regulates the gene expression of Trk
receptors as well as their ligands, given that K252a
reduced the mRNA levels of NGF, TrkA, BDNF, and
TrkB. This transcription inhibition of Trk pathway
components represents a likely candidate mechanism
involved in the antiproliferative effects of Trk inhibitors.

Only one previous study investigated the
immunohistochemical expression of Trk receptors in ES
tumors [30]. The authors used a pan-Trk receptor
antibody in tumor samples from 5 patients, and found
that all samples were positive for at least one Trk
receptor. The present study was the first to discriminate
between TrkA and TrkB receptor expression, in addition
to showing the expression of Trk receptor ligands.

The mechanisms by which ES cells become resistant
to chemotherapy are likely multiple and may involve cancer
stem cells, proliferative intracellular pathways, and new
mutations that allow the tumor cells to escape the effects of
chemotherapy [56]. K252a was able to subvert these
resistance mechanisms, and produced an
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excellent long-term response when used in conjunction with
chemotherapeutic agents (Figure 8). K252a, an alkaloid-like
compound isolated from Nocardwpsis, was characterized
originally as an inhibitor of PKC and cyclic nucleotide-
dependent kinases [57]. It is a potent and selective inhibitor
of the tyrosine protein kinase activity of the Trk family of
oncogenes and neurotrophin receptors [58]. The pegylated
form or K252a (CT 327) has already been tested as a
potential treatment for psoriasis in a clinical trial
(NCT00995969), and synthetic derivatives of K252a (e.g.
CEP-701) have been examined in phase | and phase Il
studies for leukemia and neuroblastoma [59, 60]. The prior
clinical application of these drugs increases the chances that
they can be used to treat ES.

Prospective assessment of TrkA and TrkB receptor
expression might be used to identify tumors that are likely
to respond to Trk receptor inhibitors, either alone or in
combination with conventional agents. Indeed, very recent
studies have shown that co-administration of Trk receptor
inhibitors with traditional chemotherapeutic agents, specific
small-interfering RNAs, or radiation enhanced the tumor
response greatly in both in vitro and in vivo models [61-65],
supporting the notion that such an approach is a promising
avenue for the future of anticancer therapy.

In conclusion, the present results showed that Trk
inhibition inhibits ES cell proliferation, particularly when
delivered in combination with low-dose chemotherapeutic
agents, even in chemoresistant cells. These findings provide
the first evidence indicating that Trk pathway inhibition can
improve treatment efficacy in ES.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and treatments

Human cell lines (SK-ES-1 and RD-ES) were

obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC; Rockville, MD) within six months before the
beginning of the experiments and were authenticated using
morphology, karyotyping, and PCR based approaches
according to standard ATCC procedures. Cells were grown
in RPMI-1640 medium (Gibco-BRL, Carlshad,
CA), containing 0.1% Fungizone (250 mg/kg; Invitrogen,
S&o Paulo, Brazil), 100 U/l gentamicin (4 mg/ml; Nova
Pharma, Jardim Andpolis, Brazil), 50 mg/ml ampicilin
(Nova Pharma, Jardim Anapolis, Brazil), and 10% fetal
bovine serum (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), at 37 °C in
a humidified incubator under 5% CO2. Exponentially
growing cells were detached with trypsin 0% EDTA,
transferred to culture dishes, and treated accordingly to
experimental group designations.

Resistance induction

To induce chemoresistance, SK-ES-1 cells were
cultured with stepwise escalation of concentrations of

VCR (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, and 4.0 nM), Doxo
(1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 nM), and VVP-
16 (0.01, 0.05, 0.10, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35 and 0.4 puM)
over 5 months [66]. Cells were exposed to each dose for
15 days. After the highest dose was reached, dose-effect
curves were established while the cells were still exposed
to the highest dose. The resultant resistant cells were
referred to as SK-ES-1R.

Cellular proliferation assay

Cells were seeded at a density of 2 x 10* cells/
well (SK-ES-1) or 2.5 x 10* cells/well (RD-ES and SK-
ES-1R) in 24-well plates (TPP, Switzerland). After 24 h,
they were treated with K252a (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), VCR, VP-16, Doxo, Ana-12 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), GW 441756 (Tocris Bioscence, Bristol,
UK), BDNF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and NGF
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) alone or combined. The
medium was removed 72 h after experimental
treatments, and the cells were washed with Hanks’
balanced salt solution (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil),
detached with 0.25% trypsin solution, and counted the
trypan blue exclusion method in a hemocytometer [67].
Previous studies from our group [26, 68] have indicated
that 72 h is the most appropriate exposure time to assess
proliferation in cancer cells treated with K252a. The
mean of at least three experiments for each dose, was

used to calculate 1Csp and combination index values.

Colony formation assay

SK-ES-1 and RD-ES cells were seeded in 6-well
plates (500 cells/well) and treated with different doses of
K252a, VP-16, Doxo, and VCR, alone or in combination,
for 24 h. Subsequently, the drug solution was removed and
the cells were placed in a treatment-free medium. After
being incubated for 10-14 days, the cells were fixed in
70% ethanol and counterstained with 0.5% crystal violet.
Images of each plate were obtained with a desktop scanner
(L-pix Chemi Molecular Imaging, Loccus Biotecnologia).
Each plate was placed in the same position on the light
table by aligning it with the center of the preview
exposed light window. For analysis of the clonogenic
assay images, optimized digital colony counts were
performed with Image) software (version 1.37 for
Windows) as described by dos Santos et al. [69]. Drug
effects were expressed as surviving fraction of the
colonies (SF; according to the formula below) and area
occupied by colonies. The area occupied by colonies was
analyzed in addition to colony number because colony
size can vary substantially. All measures were calculated
by ImageJ software to ensure uniformity of results.

No. colonies of treated cells
SF = No. untreated control colonies x100
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Table 4: Forward (F) and reverse (R) primers used in RT-PCR amplification

Gene Primer sequences Product size (bp)

BDNF F: 5> GGCTATGTGGAGTTGGCATT 3’ 126
R: 5 CTTCAGAGGCCTTCGTTTTG 3’

TIkB F: 5 TGGTGCATTCCATTCACTGT 3’ 130
R: 5 CGTGGTACTCCGTGTGATTG 3’

NGE F: 5 GACTCCGTTCACCCCGTGTGC 3’ 166
R: 5 CACACCGAGAATTCGCCCCTG 3’

TrHkA F: 5 AACCAGAGCCATGGACTCTACACT 3’ 135
R: 5 CCCAGCTCTGACAAGCCTCCGA 3’

B-actin F: 5 GAGACCTTCAACACCCCAG 3’ 190
R: 5 GCTACAGCTTCACCAGCAG 3’

RT-PCR Flow cytometry cell cycle analysis

SK-ES-1 (chemoresistant and non-resistant cells)
and RD-ES cells were cultured in normal RT-PCR
medium. Total RNA was extracted with Trizol reagent
(Invitrogen, S8o Paulo, Brazil) in accordance with the
manufacturer’s instructions and reverse transcribed with
superscripttm 11 First-Strand Synthesis supermix
(Invitrogen, S&o Paulo, Brazil). Human B-actin, BDNF,
TrkB, NGF, and TrkA primers were designed according
to the corresponding GenBank sequences (Table 4).

Semiquantitative  RT-PCR  conditions  were
optimized to determine the number of cycles that would
allow product detection within the linear phase of mMRNA
transcript amplification. Experiments were performed
with 1.5 mM MgCly, 0.1 uM for each primer, 0.2 mM
DNTPs, 1U Taqg Platinum, and 2 pl cDNA template.
Expression of p-actin was measured as an internal
control. The PCR conditions for B-actin, BDNF, TrkB,
NGF, and TrkA experiments were: 2.5 mM MgCly, 0.1
uM for each primer, 0.2 mM DNTPs, 1U Taq Platinum,
and 1 ul cDNA template. All assays were carried out in a
total volume of 15 pl with 35 amplification cycles that
consisted of 1 min at 95 °C, denaturation at 94 °C for 30
s, annealing at 60 °C for 30 s, and primer extension at 72
°C for 45 s, followed by a final extension at 72 °C for 10
min. The products were electrophoresed in 1.0% agarose
gels containing ethidium bromide (Biotium, Hayward,
USA\) and visualized with ultraviolet light. Fragment lengths
were confirmed by reference to a Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) and relative gene
expression was determined by densitometry in ImageJ 1.37
for Windows. Each experiment was performed in triplicate
with RNA isolated from independent cell cultures, and
representative findings are shown. A negative control was
included in each PCR set. Semiquantitative data are shown
as percentage changes relative to B-actin
(the lowest value among triplicates in the control group
was taken as 100%).

SK-ES-1 cells were seeded at the density of 2 x 10°
in 6-well plates. The next day, cells were treated with
K252a (1 nM or 100 nM) or Doxo (40 nM) as positive
control for 24 h. The medium was removed, and the cells
were washed with Hanks’ balanced salt solution and
detached with 0.25% trypsin solution. Cells were
centrifuged and re-suspended in 50 pg/mL propidium
iodide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and 0.1% Triton
X-100 in 0.1% sodium citrate solution (appropriate
volume to maintain 1 x 10° cells per ml ratio in
solution). Cells were incubated on ice for 15 min prior to
analysis in an Attune® Acousting Focusing Cytometer
(Applied Biosystem, Life Technologies).

Immunohistochemistry

Paraffin blocks of tumors from 7 patients with ES
were obtained from the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre Pathology Department. Four-micron-thick sections
were mounted on organosilane-coated slides and dried
overnight at 37 °C. The sections were deparaffinized in a
stove, rehydrated in graded alcohols, and washed with
distilled water. Antigenic recuperation was performed in a
microwave, endogenous peroxidases were inactivated by
immersion in hydrogen peroxide, and cross-reactivity was
blocked with normal serum. Primary antibody [polyclonal
rabbit anti-NGF (sc-33603; Santa Cruz Biotechnology),
anti-BDNF (sc-20981, Santa Cruz Biotechnology), -TrkB
(sc 377218, Santa Cruz Biotechnology), and polyclonal goat
anti-TrkA (sc-20539, Santa Cruz Biotechnology)] diluted
1:50 in phosphate-buffered saline was applied for 12 h at 4
°C, followed by biotin streptavidin-biotin peroxidase
complex (LSAB, Dako). Immunlabelling was visualized by
reaction with diamino-9-benzidine tetrahydrochloride (DAB
Kit, Dako). Cell nuclei were counterstained lightly with
hematoxylin-eosin (HE).

A pathologist (LFRR), who was blind to the group
designations scored the immunolabelling

www.impactjournals.com/oncotarget

34876

Oncotarget

56



semiquantitatively  according to intensity and
distribution, as described by Scott et al. [70]: for stain
intensity, 0 = none; 1 = weak; 2 = moderate, and 4 =
strong; and for staining distribution, 1 = focal, <10% of
cells and 3 = diffuse, >10% of cells. Tumor sections were
considered negative if the sum (intensity + distribution)
score was <l, weak positive if the sum score was 2—4
(weak diffuse, moderate or strong focal), and strong
positive if the sum score was > 5 (moderate or strong
diffuse).

Western blot analysis of g-111 tubulin levels

SK-ES-1 ES cells were homogenized in radio-
immunoprecipitation assay buffer containing complete
Protease Inhibitors (Roche) and quantified using a
colorimetric protein assay (Bradford, Bio-rad, CA, USA).
20 pg of total protein lysate were separated by sodium
dodecyl  sulfate-polyacrylamide  gel electrophoresis,
transferred to polyvinylidene difluoride membranes, and
blotted with antibodies against p-111 tubulin (D71G9 — Cell
Signaling Technology, MA, USA) and anti-p-actin (A2228,
Sigma Aldrich, MO, USA) used as loading control.
Incubation with  appropriate  horsedish  peroxidase-
conjugated secondary antibody (Santa Cruz, TX, USA) for
1h at RT was performed. Chemiluminescence was detected
using ECL Western Blotting substrate (EMD Millipore, DE)
and analyzed by ImageQuant LAS500 (GE
Healthcare Life Sciences, UK). Densitometric analyses were
performed using Image J software (NIH, MD, USA).
Relative Densitometric Units (RDU) in controls were
expressed as 1 arbitrary unit. Three individual replicates
were performed.

Median dose-effect analysis

The combination index, a measure of synergism and
antagonism, was calculated by Chou and Talalay’s method
with CalcuSyn software version 2.11 for Windows
(Biosoft, Ferguson, MO). This method takes into account
both potency and dose-effect curve shape. Synergy,
additivity, and antagonism were defined as C1 < 0.9, Cl =
0.9-1.1, and CI > 1.1, respectively. A CI value <0.3 and
<0.1 was interpreted as strong and very strong synergism,
respectively [71].

Statistics

All data are shown as means * standard errors of
the mean (SEM) of 3-5 independent experiments.
Differences between mean values were evaluated by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Tukey-Kramer test in SPSS, version 16.0. P-values < .05
were considered statistically significant.
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6. DISCUSSAO

Receptores tirosina cinases (RTKs) sdo uma subclasse de receptores transmembrana de fatores de
crescimento. Eles regulam diversas fungGes em células normais, além de possuirem papel crucial na
oncogeénese. Por isso, grandes esforcos tém sido realizados a fim de entender seu papel nos mais diversos
processos celulares, como proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia. Quando mutados,
estruturalmente alterados ou ativados constitutivamente, RTKs tornam-se potentes oncoproteinas,
levando ao desenvolvimento e progressdo tumoral. Em vista disso, RTKs e seus ligantes tornaram-se
excelentes alvos terapéuticos através de sua inibicdo, seja por anticorpos, seja por pequenas moléculas
(VECCHIONE et al., 2011; HOJJAT-FARSANGI, 2014).

A partir desse conceito, diversas drogas foram disponibilizadas para o tratamento dos mais
variados tipos de cancer: trastuzumabe (anti-HER2 para cancer de mama), imatinib (inibidor de Bcr-Abl
para leucemia mieloide cronica), gefitinib (inibidor de EGFR para o cancer de pulmé&o), cetuximabe (anti-
EGFR para o cancer colorretal), entre outros. Além disso, outros inibidores de RTKs estdo em fase de
pesquisa tanto basica quanto clinica. Trks, assim como esses outros receptores aqui citados, é um RTK e
deve ser explorado ndo apenas para o tratamento do SE, mas, também, para outros tumores, uma vez que
esses inibidores continuam salvando milhares de vidas e sdo, sem sombra de duvida, uma das maiores
conquistas para o tratamento oncoldgico nos Gltimos anos.

Receptores tropomiosina cinase foram inicialmente descritos como uma familia de receptores de
fatores de crescimento necessaria ao desenvolvimento neuronal. Tem sido demonstrado, desde entéo, que
eles influenciam o desenvolvimento e funcdo neuronal em diversos aspectos, incluindo diferenciacao,
crescimento e plasticidade sinaptica (CENI et al., 2014). Além disso, as NTs apresentam capacidade de
promocéo da sobrevivéncia neuronal apds dano cerebral em modelos animais, controlando tanto apoptose
quanto proliferacdo, o que levou pesquisadores a desenvolverem a ideia de que esses fatores poderiam ser
utilizados no tratamento de doengas neurodegenerativas. No contexto da doenca de Alzheimer, por

exemplo, a aplicacdo de NTs € baseada na premissa que elas sdo capazes de aumentar a funcéo
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colinérgica, além de deixar os neurénios menos vulneraveis a certos processos que causam degeneracao
(HEFTI, 1986).

Mas como essas moléculas que apresentam papeis tdo cruciais no desenvolvimento do sistema
nervoso poderiam relacionar-se com o cancer? Nao é dificil pensar que um fator de crescimento capaz de
controlar o crescimento e desenvolvimento neuronal, modelando 0 nosso sistema nervoso em sua
organizacdo, complexidade e plasticidade, poderia ser utilizado, também, como chave para uma doenca
essencialmente proliferativa como o cancer.

Nos ultimos anos, a potencial utilidade de inibidores de Trks em oncologia tem sido ressaltada
(THIELE et al., 2009). O papel de receptores Trk em cancer surgiu de estudos com neuroblastomas e
meduloblastomas (tumores pediatricos de origem neural, assim como é apontada a origem de SE). E de se
espantar como que ndo houve, até entdo, algum estudo que aponte Trks como um potencial alvo para o
tratamento desse tipo de tumor, uma vez que a quimioterapia classica ja alcancou um platd e pouco
beneficio é esperado para os préximos anos no que se refere a sobrevida dos pacientes (SUBBIAH &
KURZROCK, 2012). Tal fato pode ser explicado devido a baixa prevaléncia do SE, fazendo com que,
por consequéncia, a industria farmacéutica ndo tenha interesse em investir em pesquisa da qual ndo
obterd lucros vultosos.

Em SE, pois, inexistem trabalhos que apontam o verdadeiro papel de NTs em sua biologia. A
ativacdo, por exemplo, de BDNF/TrkB estimula a sobrevivéncia celular, angiogénese, além de contribuir
com mecanismos de resisténcia a drogas citotdxicas e anoikis, fazendo com que as células adquiram
diversas caracteristicas necessarias a tumorigénese nos mais diferentes tipos de tumor (THIELE et al.,
2009). Aqui, verificamos que Trks possuem influéncia na proliferacdo e sobrevivéncia celular, além de
serem capazes de subverter mecanismos de resisténcia tumoral quando inibidos. Como se trata de um
trabalho pioneiro na area, abre margem para a descoberta dos mecanismos moleculares envolvidos nessas
caracteristicas apontadas.

Em relacdo ao que ja se sabe sobre NTs/Trks em SE, o Unico estudo o qual verificou a expressao a
nivel proteico dos receptores utilizou um anticorpo pan-Trk em um total de cinco amostras de tumores de
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pacientes (DONOVAN et al., 1993). Nosso trabalho, entretanto, pela primeira vez, utilizou anticorpos
especificos para TrkA e TrkB, além de verificar a expressdao de NGF e BDNF. A maioria das amostras,
de um total de sete, foi imunorreativa para esses marcadores, 0 que evidencia, consequentemente, que
NTs apresentam papeis importantes na fisiologia desse tipo de tumor. Nosso pioneirismo abre portas para
exploracdo das func@es celulares desses marcadores através da utilizacdo de técnicas, por exemplo, como
siRNA contra NTs e seus receptores, alem de verificar uma possivel associacdo clinica em um numero
maior de amostras, comparando expressdo com prognostico, metastases, sobrevida, recidiva,
malignidade. Por ser um tumor raro, ha grande dificuldade em obter amostras de pacientes. Tal obstaculo
é compartilhado por outros autores que trabalham com essa doenca (BALAMUTH & WOMER, 2010).
Nosso grupo de pesquisa, ndo obstante, tem projetos com centros do Brasil e da América Latina com
intuito de aumentar o nimero de amostras tumorais e, por consequéncia, melhorar as correlacdes entre
NTs e SE, além de explorar outros marcadores e mecanismos 0s quais estamos estudando. Esse contexto,
pois, ressalta a importancia de estudos multicéntricos para SE.

Inexistem trabalhos que utilizam o inibidor especifico de TrkB (ANA-12) e ha poucos estudos
sobre o inibidor de TrkA (GW 441756) em cancer, os gquais voltam seu foco para desordens neurolégicas
(HARRISON, 2011). No entanto, mostramos que eles apresentam atividade antiproliferativa contra
linhagens de SE. Diferentemente dos inibidores especificos, o pan-inibidor de Trks (K252a), é muito
utilizado em estudos pré-clinicos e clinicos para o tratamento de diversos tipos de cancer, como cancer
gatrico e pulmonar (ODATE et al.,, 2013; TANAKA et al., 2014). Tal molécula obteve atividade
antiproliferativa a nivel nanomolar contra SE. A maior poténcia do pan-inibidor em compara¢do aos
inibidores seletivos provavelmente se deve a interrupcdo da sinalizagdo celular de todos os Trks. Essa
observacdo é verificada ao realizarmos o experimento de tratamento conjunto com os inibidores
especificos, uma vez que as combinacfes foram mais efetivas que o tratamento sozinho. A inibicéo de
diversos caminhos, ao mesmo tempo, reduz a capacidade de a célula escapar dos efeitos anticancerigenos

dos farmacos devido a redundancia das vias de sinalizagéo.
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O dado obtido sobre a diminuicdo da proliferacdo das células SK-ES-1 quando combinamos
baixas doses de ANA-12 e GW 441756 € de extrema importancia e ressalta, ainda mais, a necessidade da
utilizacdo de um pan-inibidor de tirosina cinases no tratamento do SE. Esse resultado chama ainda mais
atencdo quando verificamos que estudos clinicos recentes em SE, os quais utilizaram anticorpos
especificos anti-IGFR (OLMOS et al.,, 2010; JUERGENS et al.,, 2011; PAPPO et al., 2011,
MALEMPATI et al., 2012), ndo apresentaram resposta clinica favoravel segundo seus desfechos. Todos
os trabalhos apresentaram respostas satisfatorias em apenas um grupo selecionado de pacientes (10% de
pacientes com SE avancado e previamente tratados). Mesmo esses pacientes que responderam
inicialmente ao tratamento, inevitavelmente desenvolveram resisténcia (SUBBIAH et al., 2012). A via de
sinalizacdo celular de IGFR1 € a mais investigada em SE, uma vez que esta superexpressa na maioria
desses tumores (SCOTLANDI et al., 2011). Apesar de a inibicdo desse receptor ter apresentado respostas
fantasticas tanto in vitro quanto in vivo, no cendrio clinico, como comentado, os resultados foram
diferentes. Por isso, a importancia da terapia alvo combinada ndo deve ser subestimada (AHMED et al.,
2014). Em vista disso, novos estudos tém associado anticorpos anti-IGFR1 em combinacdo com outros
agentes, como, temsirolimus, um inibidor de mTOR (NAING et al., 2012; WAGNER et al., 2014). Essas
respostas insatisfatérias podem ser explicadas pelo fato de que a inibicdo de apenas uma rota prové ao
tumor a capacidade de sinalizar e manter os mecanismos de proliferacdo celular por outros caminhos. O
K252a, diferentemente de um anticorpo monoclonal, tem a capacidade de inibir mais de um receptor,
diminuindo, consequentemente, as chances de sobrevivéncia tumoral.

Além disso, encontramos, na maioria das vezes, efeitos sinérgicos entre K252a e quimioterapia
classica nos estudos de proliferagdo celular. Os resultados foram verificados tanto em células nédo
resistentes quanto nas resistentes. Esse achado, principalmente em relacdo as células resistentes, é de
extrema importancia, uma vez que a maioria das mortes relacionadas ao SE é devido a resisténcia tumoral
(KELLEHER & THOMAS, 2012). Um farmaco capaz de subverter os mecanismos de resisténcia é a
chave para o tratamento dessa doencga. Esses resultados vao ao encontro com outros achados em tumores
de origem neuroectodérmica, como neuroblastoma e meduloblastoma (NOGUEIRA et al., 1997; EVANS
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et al., 1999; ZAGE et al., 2011), em que o tratamento conjunto com inibidores de Trk e quimioterapia
classica também se mostrou mais efetivo que a terapia sozinha.

Apesar de a inibicdo de Trks ter se mostrado efetiva no tratamento do cancer nesse e em diversos
outros trabalhos; interferéncias nessas vias, porém, estdo associadas a diversas doencas neuroldgicas e
ndo neurologicas (VAISHNAVI et al., 2015). Em vista disso, a questdo que surge é: ocorreriam quais
tipos de dano ao paciente caso inibissemos a acdo das neurotrofinas e Trks? Ha diversas experiéncias
entre inibidores de Trks e o cenario clinico. Tanezumab (anti-TrkA), por exemplo, tem demonstrado
eficacia clinica no tratamento da dor em pacientes com osteoartrite (LANE et al., 2010; BROWN et al.,
2013). Além disso, CT327 (inibidor de TrkA para uso topico) foi eficaz no tratamento de prurido em
pacientes com psoriase (ROBLIN et al., 2015). Lestaurtinib, o primeiro inibidor de Trks utilizado
clinicamente, em um estudo fase I, estabeleceu a dose méaxima tolerada e identificou efeitos adversos
como nausea, eventos gastrointestinais e dispepsia, sendo eventos bem tolerados (MARSHALL et al.,
2005). Além disso, esse farmaco ndo apresentou efeitos neuroldgicos com a dose utilizada, no entanto,
ndo se sabe se essa dose foi capaz de inibir esses receptores. Devido a importancia das NTs no SNC,
principalmente TrkB que esta intimamente ligado a sobrevivéncia neuronal, ¢ que a industria
farmacéutica tem investido pesado no desenho de farmacos que evitem a inibicdo de Trks do cérebro
(MCCARTHY & WALKER, 2014). Em vista da experiéncia do uso desses inibidores no cenario clinico,
em poucos anos, certamente, mais neoplasias serdo alvo, além das que ja estdo sendo investigadas

(Tabela 1), em consequéncia do papel de NTs/Trks na oncogénese dos mais diversos tipos de cancer

Droga Estagio de desenvolvimento Alvos Identificador
DCC 2701 Fase | em tumores solidos avancados TrkA/B/C, MET, NCT02228811
TIE2, VEGFR
LOXO-101  Fase | em pacientes com alteracfes genéticas TrkA/B/C NCT02122913
em TrkA, TrkB ou TrkC
MGCD516 Fase | em pacientes com NSCLC avangado Trk, MET, AXL, NCT02219711
RET, DDR2, KDR,
PDGFRA e KIT
PLX7486 Fase | como agente Gnico ou em combinagdo ~ TrkA/B/C, Fms NCT01804530
com gencitabina e nab-paclitaxel em tumores
solidos
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RXDX-101  Fase | em pacientes com alterages genéticas  TrkA/B/C, ALK, NCT02097810
em TrkA/B/C, ROS1 e ALK ROS1

TSR-011 Fase | em tumores solidos e hematol6gicos TrkA, ALK NCT02048488
positivos para TrkA ou ALK

XL-184 Fase Il em NSCLC avangado com fusdes TrkA, RET, AXL NCT01639508
NTRK, RET, ou ROS1*, ou atividade
aumentada de MET ou AXL

Tabela 1: Inibidores de Trk em desenvolvimento. A tabela apresenta uma lista de inibidores de Trk que estdo sendo
investigados atualmente em ensaios clinicos em oncologia. Fonte: adaptado de Vaishnavi et al., Cancer Discovery 2015.
Original disponivel em: http://cancerdiscovery.aacrjournals.org/content/5/1/25.long (acessado em 14 de julho de 2015).

O tratamento conjunto, independente do que seja utilizado (quimioterapicos, anticorpos, pequenas
moléculas), deve ser explorado, uma vez que, dessa forma, podemos diminuir a capacidade da célula em
adquirir mecanismos de resisténcia, além de baixar as doses e tempo de tratamento, buscando, por
consequéncia, uma diminuicdo da toxicidade sistémica causada por todos esses farmacos.

Sabemos que o SE afeta, principalmente, criancas e adolescentes, os quais sdo submetidos a uma
imensa carga quimioterdpica (ciclos utilizando doxorrubicina, vincristina, etoposideo, ciclofosfamida,
ifosfamida). As consequéncias dessa exposicdo, no entanto, ndo podem ser calculadas, mas acarretam
problemas cardiovasculares, metabdlicos, pulmonares, neuroldgicos e, até mesmo, predispem a
formacdo de novos tumores (ROSEN et al., 2013; LIVSHITS et al., 2014). Ao verificarmos respostas na
proliferacdo e sobrevivéncia celular utilizando baixas doses de quimioterapicos e K252a, podemos
afirmar que nosso trabalho atingiu um dos seus principais objetivos, uma vez que, se pensarmos de
maneira translacional, 0 mesmo pode ser replicado em pacientes, o que diminuiria, por conseguinte, 0s
efeitos tdxicos dessas drogas.

Este trabalho deixou claro que Trks possuem influéncia na proliferacdo, sobrevivéncia e
resisténcia de células de SE. Por isso que se deve ressaltar, ainda mais, a importancia da avaliacdo da
expressdo de TrkA e TrkB nos tumores, a fim de identificar pacientes que podem responder, quem sabe

em um futuro préximo, a terapia de inibigdo de Trks sozinha ou em combinagdo com outras drogas.
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H4, certamente, um longo caminho para que uma droga ou tratamento possa ser validado a partir
de um trabalho de biologia celular. Aqui apresentamos, pela primeira vez, resultados fortes e consistentes
0s quais mostram que a inibicdo de Trks pode tornar-se uma estratégia para o tratamento dessa doenca.

Por fim, vale ressaltar que ambas as pesquisas académica e farmacéutica devem manter o foco na
avaliacdo de receptores tirosina cinases como alvos moleculares para o tratamento do cancer. Devido a
complexidade das alteracGes patogénicas na sinalizacdo celular tumoral, técnicas de diagndstico baseadas
em gendmica, como analise de polimorfismo de nucleotideo Unico e técnicas de microarranjo de DNA
irdo ajudar a selecionar pacientes que melhor responderdo a uma droga especifica. Em Ultima andlise,
devido a plasticidade do genoma da célula tumoral, sera essencial o desenvolvimento de terapias
combinadas que envolvem o uso de pequenas moléculas, anticorpos e quimioterapia convencional,
substancias as quais funcionam através de mecanismos distintos e complementares, a fim de alcancar

uma rapida e completa erradicacdo das células tumorais.
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7. CONCLUSOES

- BDNF, TrkB, NGF e TrkA sdo expressos em amostras de SE e nas linhagens celulares;

- Adicéo de neurotrofinas exdgenas néo influencia na proliferacdo das linhagens;

- As linhagens s@o sensiveis a inibi¢do das principais vias celulares pelas quais € propagada a sinalizagdo

dos receptores Trks (MAPK, PI3K e PKC);

- As linhagens celulares sdo sensiveis a inibicdo de TrkA e TrkB, principalmente TrkA; o efeito é maior,
porém, quando ambos os receptores sdo inibidos, seja pelo tratamento com K252a, seja pelo tratamento

conjunto entre ANA-12 e GW 441756;

- K252a induz altera¢cdes morfoldgicas nas linhagens, com possivel diferenciacéo e extensdo de neuritos;

- O tratamento da linhagem SK-ES-1 com K252a 100 nM, por 24 h, dimuniu a expressdao de mRNA de

BDNF, TrkB, NGF e TrkA, diminuindo, também, a proliferagdo celular;

- K252a manteve seu efeito antiproliferativo nas células quimiorresistentes com a mesma sensibilidade a

qual atinge as células ndo resistentes;

- A inibicdo de Trks em ajduvancia com quimioterapia classica apresentou efeito aditivo ou sinérgico na

maioria das combinacdes, seja em células ndo resistentes, seja nas quimiorresistentes;

- A inibicéo de Trks em ajduvancia com quimioterapia classica apresentou efeito a longo prazo, uma vez
que afetou a capacidade clonogénica das linhagens, seja ho nimero de coldnias formadas, seja na area

total ocupada por elas em cada pogo.

68



8. PERSPECTIVAS

- Verificacao da expressdo proteica de NTs e Trks nas linhagens quimiorresistentes;

- Avaliacdo de morte, senescéncia e diferenciacdo celular nas células tratadas com K252a;

- Avaliacdo da expressdo proteica da translocacdo EWS/FLI1 das células de SE ap0s tratamento com

K?252a;

- Utilizar técnicas de cultivo primario para avaliar os efeitos na proliferacdo das células tratadas com

K252a sozinho ou combinado;

- Avaliacdo, in vivo, do tratamento com K252a sozinho ou combinado com quimioterapia classica em um

modelo de SE;

- Avaliar um nimero maior de amostras de pacientes quanto a expressdo proteica de NTs e seus

receptores, a fim de correlacionar os dados com prognoéstico, metastase, recidiva.
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