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Estrutura da tese

O presente trabalho esta dividido da seguinte forma: Introducéo, Objetivos
(gerais e especificos), Capitulo | escrito na forma de artigo cientifico, Capitulo I,
Discusséao, Conclusdes, Perspectivas, Referéncias e Anexos.

A Introdugdo apresenta os principais conceitos relacionados ao cancer
infantil, especificamente neuroblastoma, tumor alvo do estudo. Além disso, séo
descritas as terapias de epigenética e de diferenciacdo relacionadas ao tumor. Em
cada terapia é feita uma descricdo dos mecanismos, bem como as principais
drogas utilizadas no estudo.

O Capitulo | consiste de um artigo de dados, no qual foi investigado o papel
da associacao terapéutica entre moduladores epigenéticos e de diferenciacdo em
células de neuroblastoma. Este artigo deu origem a um manuscrito intitulado:
Combined Treatments with a Retinoid Receptor Agonist and Epigenetic Modulators
in Human Neuroblastoma Cells, publicado na revista Molecular Neurobiology.

O Capitulo Il esta apresentado na forma de Resultados adicionais, no qual
sdo descritos outras metodologias utilizadas na avaliagdo dos diferentes

tratamentos nas linhagens celulares de neuroblastoma.

A Discussao contempla os comentarios sobre os resultados apresentados
nos Capitulos | e Il, além de ressaltar a importancia deste estudo. Por fim, sé&o
descritas as Conclusdes e Perspectivas geradas pelo trabalho, além das

Referéncias utilizadas na elaboracdo desta tese e o Anexo.
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Resumo

Neuroblastoma (NB) é a forma mais indiferenciada de tumores neuroblasticos e a
principal causa de morte por cancer pediatrico. Alteracdes epigenéticas interagem
em todas as etapas do desenvolvimento do cancer, promovendo a progressao
tumoral. A remodelacédo da cromatina é influenciada pela acetilacéo de histonas e
a metilacdo de DNA. Acetiltransferases de histona (HATS), desacetilases de
histonas (HDAC) e metiltransferase de DNA (DNMTs) sdo alvos de estratégias
terapéuticas em tumores. Os retinoides agem nas vias de diferenciacao celular,
anti-proliferacdo e pré-apoptose. Nesse trabalho, € proposto que a combinacao
desses moduladores epigenéticos e de diferenciacdo em linhagens de células de
NB humano é mais efetiva que os agentes isolados. Os tratamentos induziram
mudancas na expressao de marcadores de diferenciacéo e indiferenciacédo, como
c-Myc, B-3tubulina, NeuN e Bmil, e alteracdes morfologicas nas duas linhagens
celulares utilizadas, SK-N-BE(2) e SH-SY5Y. Os dados encontrados podem
contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares dos
moduladores retinoides e epigenéticos em NB capazes de acrescentar melhorias

nas atuais estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: neuroblastoma, epigenética, retinoides, diferenciacao celular.
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Abstract

Neuroblastoma (NB) is the most undifferentiated form of neuroblastic tumors and
the leading cause of death from pediatric cancer. Epigenetic changes interact at all
stages of cancer development, promoting tumor progression. Chromatin remodeling
is influenced by histone acetylation and DNA methylation. Histone
acetyltransferases (HATs), histone deacetylases (HDAC), and DNA
methyltransferase (DNMTs) are targets for therapeutic strategies in cancer.
Retinoids act on cell differentiation pathways and display anti-proliferation and pro-
apoptotic actions. In the present research we examined the effects of combining
epigenetic modulators and a retinoid receptor agonist in human NB cells. The
retinoid all trans-retinoic acid (ATRA) combined with inhibitors of either histone
deacetylases (HDACs) or DNA methyltransferase was more effective than any drug
given alone in impairing the proliferation of SH-SY5Y and SK-N-BE(2) NB cells. In
addition, the treatments induced differential changes in the expression of
differentiation markers including c-Myc, B-3tubulin, NeuN and Bmil, and
morphological changes in SK-N-BE(2) e SH-SY5Y cell lines. The data contribute to
a better understanding of the molecular mechanisms of retinoid modulators and

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

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

1.1 CANCER INFANTIL

O cancer infantil corresponde a um grupo de varias doencas que tém em
comum a proliferacdo descontrolada de células anormais e que pode ocorrer em
qualquer local do organismo.

O desenvolvimento normal dos mamiferos € um processo que resulta na
criacdo de centenas de tipos de células diferenciadas de uma unica célula
pluripotente. Este processo de diferenciacdo celular depende da regulacao
epigenética, que conduz as mudancas hereditarias na expressao génica
independentemente das alteracbes na sequéncia de DNA (Lee TI, et al. 2006;
Mikkelsen TS, et al. 2007; Meissner A, et al. 2008).

Os tipos de cancer que se desenvolvem em criancas sdo muitas vezes
diferentes dos tipos que se desenvolvem em adultos. A caracterizacao de mutacoes
de cancer pediatrico em todo o genoma tem produzido informacfes importantes
sobre a patologia molecular dos principais subtipos de cancer observados em
criangas (Downing, J. R. et al. 2012; Huether R, et al. 2014). Duas observagdes
gerais que emergem desses estudos sdo que 0s canceres pediatricos, em média,
contém menos mutagdes somaticas comparaveis com 0s tumores que ocorrem em
adultos e que os genes que codificam as proteinas envolvidas na regulacao
epigenética sdo mutados a uma alta frequéncia num subconjunto de tumores
pediatricos (Huether R, et al. 2014).

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

adolescéncia séo leucemia linfocitica aguda (ALL), tumores cerebrais, tumores do
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sistema nervoso central e neuroblastoma (NB) (NIH, 2015). No Brasil, o cancer ja
representa a primeira causa de morte (7% do total) por doenca entre criancas e
adolescentes de 1 a 19 anos, para todas as regides (INCA, 2015). Estima-se que
ocorrerao cerca de 12.600 novos casos de cancer em criancas e adolescentes no
Brasil por ano em 2016 e em 2017. Nas Ultimas quatro décadas, 0 progresso no
tratamento do cancer na infancia e na adolescéncia foi extremamente significativo.
Hoje, em torno de 70% das criancas e adolescentes acometidos de cancer podem
ser curados, se diagnosticados precocemente e tratados em centros
especializados. A maioria deles tera boa qualidade de vida ap0s o tratamento
adequado (INCA, 2015).

Ha excecdes, mas o cancer infantii tende a responder melhor aos
tratamentos como a quimioterapia. As criancas também tendem a tolerar a
quimioterapia melhor do que os adultos. Mas os tratamentos de cancer, como a
quimioterapia e a radioterapia, podem ter efeitos colaterais em longo prazo. Por
iISS0, as criangas que sobrevivem ao cancer precisam de atencdo cuidadosa para
o resto de suas vidas (American Cancer Society, 2015).

Dentre os tumores pediatricos, NB se destaca por ser um tumor sélido

progressivo na infancia e € um desafio clinico (Roy Choudhury S, et al. 2012).

1.2 Neuroblastoma
1.2.1 Etiologia

Neuroblastoma esta classificado dentro do grupo de tumores periféricos
neuroblasticos (pNTs). Origina-se de células embrionérias precursoras do sistema

nervoso simpatico e se desenvolve durante o crescimento fetal ou nos primeiros
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anos de vida. Surge da linhagem da crista neural simpatoadrenal que normalmente
se desenvolve e diferencia em ganglios simpaticos, células cromafins da medula
adrenal e paraganglios (Park JR, et al. 2010). Estas estruturas neuronais derivam
de células da crista neural ventrolateral, que migram precocemente para longe do
tubo neural durante embriogénese, aproximadamente na terceira para quarta
semana do desenvolvimento embrionario (Betters E, et al. 2010). A maioria dos
tumores NB parece surgir a partir de células derivadas da crista neural no abdémen
adjacente a aorta na regido dos rins ou na regiao medular da glandula adrenal
(Brodeur GM, 2003; Maris JM, et al. 2007). A crista neural surge da regido dorsal
do tubo neural abaixo da ectoderme (Figura 1) (Le Douarin N, et al. 1999). Esta
populacao transitéria de células produz células progenitoras multipotenciais que
dao origem ao sistema nervoso periférico, ao sistema nervoso entérico, as células
pigmentares, as células de Schwann, as células medulares adrenais e as células
do esqueleto craniofacial (Le Douarin N, et al. 1999). As vias de sinalizacao
Hedgehog e Wnt sdo especialmente cruciais para o bom desenvolvimento da crista
neural (Dupin E, et al. 2007; Le Douarin N, et al. 1999; Morales AV, et al. 2005).
Estudos no embrido humano em desenvolvimento tém mostrado que células da
crista neural na regido do tronco geram melandcitos, células de Schwann, glia e
neurénios ganglionares da raiz dorsal (Fontaine-Perus JC, et al. 1982; Lallier TE,
et al. 1988; Teillet MA, et al. 1987; Weston JA, 1963).

A inibicdo deste processo de maturacdo pode predispor no inicio os

precursores neurais multipotentes da crista para transformacéo maligna.
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Figura 1. Desenvolvimento da crista neural e de NB. Sob a influéncia de MYCN e
proteinas morfogénica 6sseas (BMPs), os progenitores neuroblastos migram da crista
neural e em torno do tubo neural para uma regido que € imediatamente lateral a notocorda
e a aorta dorsal. Neste local, as células sofrem a diferenciagdo como os ganglios simpéticos
primario (PSG) antes da divergéncia em células neuronais de ganglios simpaticos madura
ou células cromafins (ndo mostrado). MYCN é o "primeiro evento 'em virtude das
observacoes de tirosina hidroxilase (Th), enquanto que mutagdes em cinase de linfoma
anaplasico (ALK) e proteina homeobox mesodermal pareada 2B (PHOX2B) sdo mutacdes
germinativas. O acesso local para o fator de crescimento do nervo (NGF) determina se o
ganglio simpético normal (azul) amadurece em um géanglio terminal ou sofre morte celular
por apoptose. Um estado patoldgico relativamente comum é a sobrevivéncia pds-natal das
células neuroblastos pré-tumorais (roxo), que exige que a célula que esta destinada a se
tornar maligna seja resistente ao fator trofico antes da retirada destas células pré-tumorais
persistentes submetidas a um terceiro evento que induz a transformacdo, que apresenta
como neuroblastoma na primeira infancia. HAND2, derivados do coracao e da crista neural
expressa 2; Mashl, homélogo murino achaete-scute 1. Adaptado: Marshall GM (2014).
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Neuroblastoma pode se manifestar de duas formas: esporadico e/ ou
familiar. O céancer familiar (hereditario) mais prevalente em individuos de uma
mesma familia ocorre por transmisséo vertical (de uma geracéo para outra). A idade
precoce ao diagndéstico, mais de uma neoplasia em um mesmo individuo, varios
membros de uma mesma familia apresentando a mesma neoplasia sdo algumas
caracteristicas associadas ao cancer hereditario (Alvarenga M, et al. 2003). A forma
esporadica manifesta-se de forma isolada no individuo, aparece naquele que nao
tém histérico familiar de que o cancer ou uma mudanca herdada em seu DNA
aumentaria o risco para esse cancer (NIH, 2016). Cerca de 1-2% dos pacientes
com NB tém historico familiar (Mossé YP, et al. 2008). Dois genes foram
identificados, ALK (gene do receptor linfoma anaplasico de tirosina cinase) e
PHOX2B (proteina homeobox mesodermal pareada 2B), que respondem por
aproximadamente 80% da doenca hereditaria. Especificamente, varios grupos
demonstraram que mutacfes de ativacdo ALK sdo responsaveis por
aproximadamente 75% dos casos de NB hereditaria. (Mossé YP, et al. 2008;
Shojaei-Brosseau T, et al. 2004; Mosse YP, et al. 2004; Maris JM, et al. 2002; Chen
Y, et al. 2008). ALK é um receptor tirosina-cinase (RTK) e estd também implicado
como um oncogene em linfomas e cancer de pulméao (Minuti G, et al. 2014; Ulivi P,
et al. 2013). Estudos recentes associam ALK ao desenvolvimento neuronal
simpatico e sobrevivéncia das células da crista neural migratorias, sendo essencial
para a neurogénese em modelos de zebrafish (Wang M, et al. 2013). Dados
recentes em modelos de neuroblastoma em ratos geneticamente modificados
confirmam que ALK e MYCN cooperam promovendo a tumorigénese (Schulte JH,

et al. 2013). O gene PHOX2B conduz a diferenciacdo de precursores da crista
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neural em neurénios simpéaticos (Pei D, et al. 2013). Mutacdes nesta via estao
associadas com a doenca de Hirschsprung e de sindrome hipoventilacdo central
(Butler Tjaden NE, et al. 2013; Di Lascio S, et al. 2013). Em alguns estudos, as
mutacdes de perda de funcdo em PHOX2B demonstraram bloquear a diferenciacao
de neuroblastoma por perturbar a regulacdo do calcio (Wang W, et al. 2013).
PHOX2B pode também inibir a expressdo ALK no NB (Bachetti T, et al. 2010),
sugerindo ainda que a perda de funcdo de PHOX2B contribui para a patogénese
de um subconjunto de tumores de NB.

As mutacdes resultantes da ativacdo de ALK e PHOX2B também sé&o
somaticamente adquiridas em 5 a 15% de neuroblastomas (Mossé YP, et al. 2008;
Janoueix-Lerosey I, et al. 2008; George RE, et al. 2008; Chen Y, et al. 2008). Assim,
0s testes genéticos para mutacdes em ALK e PHOX2B devem ser considerados
sempre que um paciente tem historico familiar de NB ou tem outras condi¢des
clinicas que sao fortemente sugestivas de mutacfes altamente transmissiveis,
como tumores primarios bilaterais das glandulas adrenais. Em NB, a forma
esporadica resulta em perdas cromossdmicas, tais como a perda de

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

1.2.2 Histologia e caracteristicas moleculares

Histologica e geneticamente, NB & um tumor heterogéneo com 60% de
probabilidade de formar metastase (Cheung NK, et al. 2013).

Dentro de um unico tumor, muitos fenoétipos celulares estdo presentes
(Figura 2), particularmente neuroblastos, células n&o-neuronais (Schwann,

perineural ou satélite) e até mesmo melandcitos podem estar presentes.
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A heterogeneidade celular e a maturacao (por exemplo, tumores ricos em
estroma e pobres em estroma ou tumores de alto risco e de baixo risco com base
no grau histologico) correlacionaram-se com comportamento clinico, e estas
propriedades foram utilizadas para a classificacdo e prognostico da doenca

(Shimada H, et al. 2001).

[ Neuroblastoma ]

l l l !

l Indiferenciada | Fracamente Bicencans -
diferenciada | | [Pouco estroma | [ Muito estroma |

‘ Grau de diferenciagao [ ] Desenvolvimento estroma ]

Figura 2: Histologia de Neuroblastomas humanos. Categoriza¢cdo de neuroblastomas
em subgrupos que tém importancia prognéstica com base no desenvolvimento de estroma
de Schwann e o grau de diferenciagdo. Adaptado: Clinical Imagine Analysis Laboratory
(CIALAB), Ohio State University Medical Center (disponivel em:
http://bmi.osu.edu/cialab/mia_nb.php, acesso em 10 de maio de 2016).

A mesma heterogeneidade celular encontrada nos tumores dos pacientes é
manifestada nas linhagens celulares derivadas destes tumores. Ha trés fenotipos
celulares distintos frequentemente presentes em linhagens celulares de NB (Rettig
WJ, et al. 1987; Ciccarone V, et al. 1989) (Figura 3). Os mais comuns Sao
neuroblastos simpatoadrenal (tipo N), que se caracterizam como células
arredondadas com processos neuriticos curtos e expressao de genes associados

a diferenciacdo neuronal. Um segundo tipo de célula (tipo S) se assemelha a
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células precursoras ndo neuronais, uma vez que estas células grandes e achatadas
anexam-se fortemente ao substrato e mostram inibicdo por contato no crescimento
celular. Um terceiro tipo de célula (tipo I, por exemplo) apresenta morfologia
intermediaria entre os tipos N e S; sédo células pequenas, achatadas,
moderadamente aderentes, com ou sem processos heuriticos, as quais formam
agregados em cultivo celular in vitro. Este ultimo tipo de célula parece representar
uma célula-tronco primitiva, um progenitor celular dos tipos N ou S, capaz tanto de
autorrenovacao quanto de diferenciacéo bidirecional - capaz de se diferenciar ao
longo de duas vias distintas de desenvolvimento da crista neural, neuronal e ndo
neuronal (Ross RA, et al. 1995). Em modelos experimentais, o tipo | foi
significativamente mais maligno, e a presenca nos tumores pode ser relacionada
com prognostico desfavoravel (Kamijo T, 2012; Ross RA, et al. 2003; Walton JD, et

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

Estudos genéticos extensos
sobre NB descobriram uma variedade
de alteracbes genéticas que podem
ser agrupadas como aberracdes
cromossOmicas e mutages | &
genéticas. Os ganhos de
cromossomo também podem ocorrer,
tais como a amplificacdo MYCN,
resultando em teor de DNA diploides

ou tetraploides dentro das células

afetadas (Maris JM, et al. 1999).

=
P

Semelhante a outros tipos de cancer, NB se manifesta em alteracdo genética
(Hayat MA, 2012) dos genes responsaveis pelo crescimento celular, ciclo celular e
a imunidade, incluindo alteracdes fenotipicas que podem inibir a diferenciacéo.

A perda de heterozigosidade (LOH) do 1p36 € altamente associada com a
amplificacdo MYCN. Em geral, a amplificacio de MYCN ocorre em
aproximadamente 25% dos NB primarios, em 40% dos pacientes com doenca
avancada e em 5% a 10% dos pacientes com a doenca em estagio baixo (Brodeur

GM, et al. 1984). A amplificacdo de MYCN, é definida como superior a 10 cépias
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do gene por célula, e estd associada com estdgios avancados da doenca, a
progressao rapida do tumor e 0 mau prognéstico. Portanto, essa amplificacdo atua
como um poderoso indicador de prognoéstico tumoral de comportamento
biologicamente agressivo e tem permanecido assim desde sua identificacdo em
1983 (Brodeur GM, et al. 1984; Seeger RC, et al. 1985). No entanto, muitos casos
de alto risco tém expressao minima de n-Myc, sugerindo mecanismos adicionais

para tumorigénese independentemente da participacdo de MYCN (Maris JM, 2010).

Varias alteragbes gendmicas foram identificados em NB por gerarem
tumores com gendtipos distintos caracterizados por diferentes padrdes de
comportamento clinico. NB pode ser dividido em trés principais subtipos baseados
em perfis citogenéticos: subtipo 1, 2A e 2B. Subtipo 1 é caracterizada por alteracées
cromossOmicas numeéricas, resultando em hiperdiploidia ou préximo triploidia, mas
com poucas ou nenhuma anormalidade cromossémica segmentar (SCA), niveis
elevados de expressao do receptor cinase tropomiosina (Trk) A (Mosse YP, et al.
2007; Schleiermacher G, et al. 2012). Os pacientes com estes tumores tém
caracteristicas favoraveis (idade jovem e baixo estagio tumoral) e resultados
satisfatorios. O subtipo 2 é caracterizado por uma diploidia acentuada e recorrentes
SCAs, alteragdo no cromossomo 17¢g e uma alta expressao de receptores
tropomiosina cinase (TrkB) e seu ligante (BDNF). No entanto, este subtipo pode ser
ainda subdividido em subtipo 2A, que frequentemente tem a perda segmentar de
cromossomas 3p, 4p e/ou 11q; e subtipo 2B, que tem delecdo do cromossomo 1p
e/ou amplificacdo MYCN. Os subtipos 2A e 2B estdo associados com idade

avancada, estagio de tumor avancado e um pior resultado clinico (Esteller M, 2007).
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Em uma célula normal diploide, encontramos 46 cromossomos, porém a maioria
das células de NB (55%) sdo primarias triploide ou "quase-triploide”, contendo entre 58 e
80 cromossomos; o restante (45%) s&o "quase-diploides” (35-57 cromossomos) ou "quase-
tetraploides" (81-103 cromossomos). Pacientes com tumores quase-triploides (também
denominado hyperdiploid) tipicamente tém prognésticos clinicos e bioldgicos favoraveis e
taxas de sobrevivéncia excelentes em comparacdo com aqueles pacientes que tém
tumores quase-diploide ou quase-tetraploide (Look AT, et al. 1984; Wang M, et al. 2013;

Brodeur GM, et al. 2014).

A patogénese de NB no contexto da embriogénese da crista neural pode
ajudar a explicar a heterogeneidade molecular desta doenca complexa e ajudar a
identificar moléculas e vias biologicamente especificas para intervencdes mais

objetivas (Louis CU, et al. 2015).

1.2.3 Epidemiologia

Atualmente o NB € a principal causa de morte por cancer pediatrico em
criancas com idade entre 1 e 5 anos e responsavel por aproximadamente 13% de
toda a mortalidade por cancer pediatrico (Louis CU, et al. 2015). Apresenta uma
incidéncia de 1,3 casos por 100.000 criangas (0-14 anos de idade) (Schwab M, et
al. 2003; Park JR, et al. 2010). E o tumor maligno mais frequente na infancia, sendo
responsavel por >20% dos canceres diagnosticados durante o primeiro ano de vida,
e pode ser detectado no embrido ainda no uUtero (National Cancer Institute, 2015;
Maris JM, et al. 2007).

A incidéncia anual varia entre 7 e 12 casos por milhdo de criancas até 15
anos, alcancando estimadamente 7,3 casos/milhdo no Brasil. Sendo um tumor

embrionério, via de regra se manifesta precocemente. A grande maioria (75%)
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apresenta-se em criancas abaixo de 5 anos de idade, com idade média ao
diagnéstico de 21 meses, variando de recém-nascidos a 22 anos (Cartum J, 2012).

Em céancer, a regressdao espontanea € definida como a diminuicdo do
tamanho ou desaparecimento de um tumor primario ou metastatico da doenca sem
intervencao terapéutica. O NB é consistentemente considerado como um dos
canceres mais comuns de se submeter a regressao espontanea, além do
carcinoma renal, melanoma maligno, coriocarcinoma, e tumores linfoides (Challis
GB, et al. 1990; Papac RJ, 1998; Brodeur GM, et al. 2014). Além disso, apresenta-
se como um tumor heteregéneo tanto na clinica quanto no prognostico. Criancas
com NB podem apresentar regressdo espontanea, enquanto outras apresentam
tumores com caracteristicas gendmicas favoraveis e excelente sobrevida global
com guimioterapia citotoxica limitada, a qual visa diretamente a morte da célula
tumoral (Spix C, et al. 2006; Buck J, et al. 1991; Brodeur GM, et al. 1984).

Embora as caracteristicas histologicas e biologicas utilizadas dentro de
esquemas de classificagdo continuam a evoluir com base em novos dados
cientificos, elas sdo usadas para dividir em estratos 0s pacientes com baixo,
intermediario e alto risco. Em geral, agueles com a doenca de baixo risco tém taxas
livres e globais excelentes de sobrevivéncia com sO observacdo ou minima
intervencao terapéutica. A sobrevida de pacientes com risco intermediario, usando
principalmente cirurgia e quimioterapia, tem melhorado ao ponto em que muitos
grupos estéo focando na utilizacdo de marcadores biologicos para ajudar a diminuir
ainda mais a terapia em subpopulacfes especificas de criancas (Park JR, et al.
2013). Em neuroblastoma, rotineiramente consideram-se fatores biolégicos (por

exemplo, histologia, grau de diferenciacdo do tumor, DNA ploidia, alteracGes
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cromossOmicas, MYCN oncogene). Assim, grupos de pesquisa tém permitido a
caracterizacdo das informacdes clinicas e biolégicas como um pré-tratamento
altamente prognéstico que ira facilitar a comparacédo nos futuros ensaios clinicos
(Hudson M, et al. 2014; Ambros PF, et al. 2009).

Os pacientes com a doenca de alto risco que, compreendem
aproximadamente metade de todos os novos casos de NB, necessitam de
tratamento com a terapia multimodal usando quimioterapia, cirurgia, radioterapia,
alta dose de quimioterapia com uso autdlogo de células-tronco da medula Gssea,
terapia de manutencao biologica e imunoterapéutica, a fim de melhorar a sobrevida.
Atualmente o transplante de células-tronco autélogas em associacdo com acido
retinoico 13-cis (13-cis-RA) sdo usados como terapia padrdo para esse grupo

(Davidoff AM, 2012).

1.2.4 Aspectos clinicos e progndéstico

A apresentacdo clinica € altamente variavel, apresentando trés padrdes
distintos: rapida progressdo para a doenca com risco de vida, maturacdo para
ganglioneuroma benigno (outro tipo de pNT) (Brodeur GM, 2003; Hoehner JC, et
al. 1995; Haas D, et al. 1988; Garvin JH, et al. 1984; Shimada H, et al. 1999) e
regressao espontanea. Cada vez mais evidéncias indicam que as caracteristicas
biolégicas e moleculares de NB séo altamente preditivas de comportamento clinico
(Davidoff AM, 2012).

A probabilidade de sobrevivéncia depende da idade do paciente, do estagio
e das caracteristicas biolégicas da doenca. Criangcas com 18 meses de idade ou

com idade superior apresentam tumores frequentemente irressecaveis ou
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metastaticos, que requerem terapia multimodal intensiva e estdo associados a uma
taxa de sobrevivéncia de 40-50%. No entanto, em criangcas com menos de 18
meses de idade, os tumores se comportam de forma muito diferente.

Os tumores podem surgir em qualquer lugar ao longo do sistema nervoso
simpatico, com a maioria ocorrendo na medula adrenal. Os tumores primarios no
pescoco ou parte superior do térax podem causar sindrome de Horner (ptose,
miose e anidrose). Os tumores ao longo da coluna vertebral podem se expandir
através dos espacos intraforaminal e causar compressao das raizes nervosas,
resultando em paralisia. Embora muitos NBs em estagio inicial estejam
encapsulados e possam ser retirados cirurgicamente com pouca chance de
complicacbes, os tumores de estagio tardio, muitas vezes, se infiltram em
estruturas de 6rgaos locais, cercando nervos, como 0 eixo celiaco, que sdo em
grande parte ndo operaveis no momento do diagndéstico. NB formam metastase em
nodulos linfaticos regionais e na medula 6ssea por meio do sistema hematopoiético.
Células metastaticas da medula podem se infiltrar na regido cortical. NBs também
formam metastase no figado, principalmente em pacientes com tumores estagio
4S, nos quais o envolvimento pode ser mais extenso; no entanto, a regressao
transitoria e completa muitas vezes ocorre sem intervencdo (Maris JM, 2010)
(Figura 4).

Embora os pacientes possam inicialmente ter uma resposta a quimioterapia,
eles eventualmente desenvolvem recorréncia da doenca com metastase multifocal

e resisténcia a quimioterapia (Li Z, et al. 2015).
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Figura 4: Apresentacdes clinicas de NB. Locais onde podem ocorrer metastases de NB.
Adaptado: Maris JM (2010).

1.2.5 Tratamento

O tratamento do céancer infantil € indiscutivelmente a histéria mais notavel e
gratificante da terapia do cancer nas ultimas cinco décadas. Durante este tempo,
as taxas de sobrevivéncia de cinco anos tém aumentado constantemente e
atualmente é superior a 80% nos paises desenvolvidos para todos os locais de
cancer pediatrico (Hudson MM, et al. 2014) (Figura 5). Enquanto as oportunidades
para melhorar o resultado sdo facilmente visiveis para as malignidades
hematoldgicas, elas sdo menos aparentes para os tumores solidos, embora haja

excecdes. Apesar do sucesso na identificacdo de tratamentos eficazes para alguns
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diagnésticos de cancer, no final do século XX, mais de 20% das criancas

diagnosticadas com cancer ainda sucumbiram a doenca, e muitos sobreviventes

experimentam efeitos em longo prazo que afetam negativamente a sua qualidade

de vida. Dadas as alteracfes gendmicas distintas associadas com muitos canceres

infantis, em comparacdo aos canceres adultos, serd cada vez mais importante

identificar e desenvolver agentes que séo alvos terapéuticos exclusivos capazes de

bloquear seletivamente a atividade oncogénica destes canceres infantis (Smith MA,

et al. 2014).
100 - 2003-20039
I 1975-1979
N
Q80+
C
©
LN
c 804
[}
©
Q
© 404
oo
©
S
> |
L
S
9
o
n
D_.;“ald:?l'hll'ﬁldgl'blﬂe'l'ﬁl'bl"bl'¢l'a"
s g
< & “'-'ﬂ& ‘-'-'d:b o "*-ﬂ& < t*dp *':P& 4 \@& o F
o & aﬂ&ﬁ& & T T T e ¥
e (=) 4 L A Y Ay
I x & O
FpteT T T TS
q:';f" Al .;q_a':b&q‘f‘ﬂ
o o
- v &_aﬂ
?9‘:’
Tipo da doenca

31



Figura 5: Taxas de sobrevivéncia de cinco anos para dois periodos de tempo
para cancer pediatrico diagnosticada desde o nascimento até 19 anos de idade.
Sobrevivéncia de cinco anos € apresentada para todos os locais (Classificacdo
Internacional de cénceres infantis) e subtipos histolégicos especificos, contrastando os
resultados para as criangas diagnosticadas entre 1975 e 1979 com aquelas diagnosticados
entre 2003 e 2009. Os dados foram obtidos no Programa Nacional Instituto do Cancer
(SEER) com base em casos de pacientes observados através de 2010. Adaptado: Hudson
M (2014).

A heterogeneidade bioldgica dos tumores neuroblasticos que ocorre durante
a infancia resulta numa dicotomizacéo das estratégias terapéuticas. Para tumores
que tém caracteristicas bioldgicas favoraveis, ha uma tendéncia de reduzir a
intensidade terapéutica. Em contraste, a abordagem para tumores com
prognésticos de caracteristicas adversas mudou ao longo das Ultimas duas
décadas, intensificando a quimioradioterapia (Maris JM, 2010).

Experimentos realizados na década de 1980 mostraram que linhagens
celulares de NB podem ser induzidas a se diferenciarem por exposicao a
componentes retinoides (Sidell N, 1982; Thiele CJ, et al. 1985). Estas observagdes
levaram a um ensaio clinico randomizado em que a isotretinoina (13-cis-RA) foi
usada depois da terapia de consolidagdo mieloablativa em pacientes com NB; o
risco de recidiva foi reduzido entre aqueles que receberam isotretinoina (Matthay
KK, et al. 1999). Embora a isotretinoina faca parte da terapia padrdo durante a
primeira remissao em pacientes com alto risco de NB, ainda ha muitas perguntas
nao respondidas sobre a dosagem adequada, variagdo intraindividual e
interindividual em caracteristicas farmacocinéticas, bem como a frequéncia de
toxicidades potenciais de longo prazo.

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

distintas: indug&o da remisséo, consolidagcdo da remissao, e finalmente uma fase
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de manutencdo focada na erradicacdo da doenca residual minima. Os dados
disponiveis indicam que o aumento da intensidade de quimioterapia de inducao
esta associado a melhorias em taxas de resposta e taxas de sobrevida global
(Cheung NV, et al. 1991).

Na quimioterapia, os tratamentos atuais incluem ciclos de doses intensivas
de cisplatina e etoposideo (VP-16) com doses alternadas de vincristina (VCR),
doxorrubicina (doxo) e ciclofosfamida (Kushner BH, et al. 1994). Recentemente,
pesquisadores do Grupo de Oncologia Infantil (COG/EUA) adicionaram topotecano
a este regime de inducdo com base em dados que mostram atividade antitumoral
em casos de recidiva (Langler A, et al. 2002; Garaventa A, et al. 2003; London WB,
et al. 2010; Park JR, et al. 2006).

A presenca de células-tronco tumorais residuais na medula 6ssea é a mais
provavel explicacao para o fracasso do tratamento. A resisténcia as drogas € um
fator importante que limita a eficacia da quimioterapia. Os tumores podem ser
intrinsecamente resistentes antes de quimioterapia, ou podem adquirir resisténcia
durante o tratamento (Kerbel RS, et al.1994). O problema de resisténcia aos
medicamentos € complexo, com inumeros fatores que afetam a sensibilidade,
incluindo: efluxo acelerado de drogas; ativacdo de drogas e sua inativacao;
alteracdes no alvo da droga; metilacdo de DNA; tratamento de danos induzidos por
drogas; e evasao de apoptose. Por isso, alteracfes epigenéticas podem conferir

aquisicao de quimiorresisténcia em tumores solidos (Wilson TR, et al. 2006).

1.3 Epigenética
Epigenética € o estudo das mudancas hereditarias na expressao génica que

ocorrem sem uma mudanga na sequéncia do DNA (Wolffe AP, et al. 1999). Em uma
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definicdo mais ampla, epigenética estuda as adaptacdes estruturais nas regides
cromossOmicas que registram, sinalizam ou perpetuam atividades alteradas (Bird
A, 2007). A maioria destas alteracdes hereditarias é estabelecida durante a
diferenciacdo e mantidas estavelmente através de multiplos ciclos de divisdo
celular, permitindo que as células tenham identidades distintas, enquanto contém
a mesma informacdo genética. Esta herdabilidade dos padrfes de expressao
génica € mediada pelas modificacdes epigenéticas, as quais incluem acetilacao,
ubiquitinacdo, fosforilacdo de histonas e metilacdo de DNA e remodelacdo da
cromatina (Jenuwein T, et al. 2001). O complemento destas modificacdes,
coletivamente referido como o epigenoma, fornece um mecanismo para a
diversidade celular, regulando o acesso a informacdo genética pela maquinaria
celular (Sharma S, et al. 2010).

Alteracbes genéticas e epigenéticas interagem em todas as etapas do
desenvolvimento do cancer, trabalhando em conjunto para promover a progressao
tumoral (Jones PA, et al. 1999). A origem genética do cancer € amplamente aceita;
no entanto, estudos sugerem que alteracfes epigenéticas podem ser 0s principais
eventos de iniciacdo em algumas formas de cancer (Feinberg AP, et al. 2006). O
fato € que as aberracdes epigenéticas, ao contrario das mutacdes genéticas, sdo
potencialmente reversiveis e podem ser restauradas ao seu estado normal pela
terapia epigenética (uso de moduladores epigenéticos), tornando as iniciativas
terapéuticas promissoras e relevantes (Yoo CB, et al. 2006). Por exemplo, acredita-
se que células que contém mutacdes génicas devem ser mortas ou removidas para
evitar propagacao descontrolada do DNA danificado (Kanherkar RR, et al. 2014).

Além disso, as mudancas epigenéticas sao diferentes das mutacfes genéticas no
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sentido de que uma hipermetilacdo epigenética afeta muitos genes dentro de uma
Gnica célula tumoral (Coppede, 2014).

O cancer é uma doenca complexa impulsionada por multiplas alteracbes
genéticas e epigenéticas. Compreender as alteracbes (epi) genéticas e a
consequente desregulacdo das vias, que sao perturbadas nas células tumorais
pode fornecer pistas para novas oportunidades terapéuticas. Além disso, tais
evidéncias sobre a patologia molecular de um dado tipo de cancer podem oferecer
marcadores genéticos relevantes clinicos ou assinaturas moleculares para
avaliacdo do progndstico e resposta terapéutica ou predicdo de risco de recidiva.
Portanto, como para muitos outros tumores, o NB tem sido alvo de intensivas
pesquisas epigendmicas (Decock A, et al. 2011).

As mudancas epigenéticas que afetam a expressdo de genes relevantes
para o desenvolvimento NB foram inicialmente relatadas ha mais de uma década
(Astuti D, et al. 2001; Takita J, et al. 2000) e varios estudos tém sugerido que as
alteracdes na metilacdo do gene e modificacdo das histonas estdo relacionados
com o resultado do paciente (Barbieri E, et al. 2014; Grau E, et al. 2010; Yang Q,
et al. 2007; Decock A, et al. 2011). A correlacdo entre mudancas epigenéticas e o
comportamento de NB tem sido cada vez mais estudada, especialmente porque a
analise de sequenciamento nova geracao (NGS) de NB tem relatado um nimero
muito limitado de mutacBes somaticas recorrentes antes nao reconhecidas (Pugh
TJ, et al. 2013; Cheung NK, et al. 2012; Sausen M, et al. 2013; Molenaar JJ, et al.
2012). Além disso, os dados de outros tipos de tumores infantis, particularmente o
tumor de Wilms e o meduloblastoma, sugerem que as mudancas epigenéticas

podem ajudar a explicar aspectos pouco conhecidos da apresentacédo da doenca e
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o comportamento clinico (Batora NV, et al. 2014; Feinberg AP, 2004; Feinberg AP,
et al. 2004).

Dois grupos de agentes que provocam modificacdes epigenéticas serao
estudados nesse trabalho, os inibidores de histonas desacetilases (HDACI) e os

inibidores de DNA metiltransferase (DNMTi).

1.3.1 Modificacado de histonas

A estrutura da cromatina é composta de unidades repetidas chamadas de
nucleossomos, 0s quais consistem de aproximadamente 146 pares de bases de
DNA enrolados ao redor de um octamero de quatro nucleos de proteinas histonas

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

Cauda de histona

Octamero central:
Tetramero H3-H4 e dois dimeros H2A-H2B

Figura 6: Representacdo esquemaética do nucleossomo. As histonas fornecem a base
para o0 nucleossomo, a unidade béasica da estrutura da cromatina. O ndcleo do
nucleossomo é constituido por um octamero de histona, tetramero H3-H4 e dois dimeros
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H2A-H2B. A dupla hélice do DNA é enrolada em torno (~ 1,7 vezes) do octamero de
histonas. Adaptado: Kim YZ (2014).

Essa estrutura da cromatina define o estado em que a informacgéo genética
na forma de DNA € organizada dentro de uma célula. Esta organizacao do genoma
em uma estrutura compacta e precisa influencia muito nas habilidades dos genes
de serem ativados ou silenciados (Sharma S, et al. 2010).

As proteinas histonas contém um dominio C-terminal globular e uma cauda
desestruturada N-terminal (Luger K, et al. 1997). As caudas N-terminais das
histonas podem ser submetidas a uma variedade de modificacdes covalentes pos-
traducionais, incluindo a metilagdo, acetilacdo, ubiquitinagcdo, sumoilacdo e
fosforilacdo especifica sobre residuos. Estas modificacdes regulam processos
celulares chave tais como a transcrigcéo, a replicacéo e a reparacéo (Kouzarides T,
2007; Thomas LR, et al. 2015).

Ao contrario da metilacdo do DNA, a acetilacdo nas histonas pode conduzir
a ativacao ou repressao, dependendo de quais os residuos sdo modificados e do
tipo de modificagdo presente (Sharma S, et al. 2010). A acetilagéo de histonas abre
a estrutura de cromatina condensada, reduzindo a afinidade do DNA pelas histonas
e libertando as caudas das histonas do DNA ligante, permitindo assim que fatores
de transcricdo, co-factores, e complexos RNA polimerase Il acessem o DNA. Os
niveis de acetilagdo sdo o resultado do equilibrio das atividades de enzimas
denominadas histona acetiltransferase (HAT) e histona desacetilase (HDAC). HATs
acetilam caudas amino-terminais do aminoacido lisina das proteinas histonas; em
contraste, as HDACs sdo enzimas que removem 0s grupos acetil do aminoacido
lisina das proteinas histonas, devolvendo o estado basal as histonas ou a repressao

génica (Chen HP, et al. 2015; Kazantsev AG, et al. 2008) (Figura 7).
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Figura 7: Efeito de inibidores de HDAC na remodelacdo da cromatina e na
transcricdo. a. Niveis de acetilacdo da histona em residuos especificos de lisina (K) séo
determinados por meio de reac¢des simultdneas de acetilacdo (Ac) e desacetilacdo, as
quais sdo mediadas por histona acetilases (HATS) e histona desacetilases (HDACS). Esta
acetilacdo das histonas € vital para estabelecer a estrutura conformacional de complexos
de DNA-cromatina e a expressao génica posteriormente da transcricdo. b. Ao bloquear a
reacdo de desacetilacdo, os inibidores de HDAC alteram o equilibrio dos niveis de
acetilacdo da histona, levando ao aumento da acetilacdo, a modificacdo da cromatina,
conformagéo mais relaxada e o aumento da transcricdo. Adaptado: Kazantsev AG (2008).

As HDAC estdo tipicamente presentes em complexos multiproteicos
corepressores. Ha 18 HDACSs identificadas em mamiferos (Verdin E, et al. 2003).
Estas HDACs podem ser subdivididas em quatro classes (Tabela 1) com base na
sua homologia com levedura (Bolden JE, et al. 2006). A classe | inclui HDACL1, -2,
-3, -8 e mostra homologia com Rpd3 em levedura, e € geralmente detectada no
nacleo. HDACs de classe | sdo ubiquamente expressas em Vvarios tecidos e
linhagens celulares de mamiferos (Yang XJ, et al. 2008). A classe Il compreende
HDACA4, -5, -6, -7, -9 e -10, que tém um elevado grau de homologia com a proteina

Hdal e podem ser subdivididas em duas subclasses: classes de lla (HDAC 4, -5, -
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7, E-9) e llb (HDAC 6 e -10). A classe Il exibe expressao especifica em tecidos e
pode transitar entre o nucleo e o citoplasma regulado por fosforilagéo, a qual sugere
gue as HDACSs de classe Il podem estar envolvidas na acetilagdo de proteinas nédo-
histonas. A classe lll consiste em Sirtl, -2, -3, -4, -5, -6 e -7, que sdo homdlogas ao
repressor transcricional de levedura. A estrutura e funcdo de HDAC classe Il sdo
distintas de todas as outras HDACs (Michishita E, et al. 2005). A HDAC 11 € o unico
membro das HDACs de classe IV. As HDACs de classes |, II, e IV dividem
caracteristicas comuns, tais como a sua dependéncia do ion zinco para a sua
atividade enzimatica e a inibicdo por inibidores de amplo espectro de inibidores de
HDAC, tais como tricostatina A (TSA), acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) e
LB589, enquanto as enzimas desacetilases de classe Ill sdo NAD* dependentes,
gue sao insensiveis a TSA (Scroggins BT, et al. 2007). HDACs tém um aumento
de expressdo em muitos tipos de cancer, incluindo os de ovario, de mama, bexiga
e outros (Hayashi A, et al. 2010; Muller BM, et al. 2013; Poyet C, et al. 2014) e
acredita-se que promovem a carcinogénese através da acetilacéo e interagcdo com
os reguladores transcricionais. Assim, as enzimas de HDAC sao identificadas como
alvos importantes para a terapia do cancer. Inibidores de HDAC causam mudancas
no estado de acetilacdo cromatina e em outras proteinas néo-histona, resultando
em alteracdes na expressao génica, inducdo de apoptose, parada do ciclo celular

e na inibicdo da angiogénese e de metastases (Ma X, et al. 2009).

Tabela 1: Enzimas histona desacetilase: classificacdo, tamanho de aminoéacidos,
localizagdo celular, fungdes fisioldgicas e disponibilidade de estrutura cristal. Adaptado:
Mottamal M (2015).
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Metal dependente

Classe Membros Tamanho (aa) Localizagdo celular Funcgao fisioldgica Cristalografia raio X
| HDAC 1 483 Nucleo Sobrevivéncia e proliferagao celular Sim
HDAC 2 488 Nucleo Proliferacdo celular e resisténcia insulina Sim (dominio do nucleo)
HDAC 3 428 Nucleo Sobrevivéncia e proliferacdo celular Sim
HDAC 8 377 Nucleo Proliferagao celular Sim
A HDAC 4 1084 Ndcleo/citoplasma Regulacdo de esqueletogénese e gliconeogénese, Sim (catalitico e dominios
ricos em glutamina)
HDAC 5 1122 Ndcleo/citoplasma Crescimento e fungdo cardiovascular, gliconeogénese, Nao
midcitos cardiacos e fungdo celular endotelial
HDAC 7 912 Ndcleo/citoplasma Diferenciacao de timdcitos, funcdo endotelial, glicogenése Sim (dominio catalitico)
HDAC9 1069 Ndcleo/citoplasma Recombinagcdo homologa, diferenciacdo timdcitos, fungao e N (estrutura é conhecida
crescimento cardiovascular por 138-158 aa)
1] HDAC 6 1215 Citoplasma Motilidade celular, controle da dindmica do citoesqueleto Sim (dedo de zinco e
dominios ligantes a
ubiquitina)
HDAC 10 669 Citoplasma Recombinagdo homdloga, sobrevivéncia celular mediada por Nao
autofagia
v HDAC11 347 Nucleo Imunomoduladores na replicagdo de DNA Nao
NAD* Dependente
1] SIRT1 747 Ndcleo/citoplasma Envelhecimento, regulacdo redox, sobrevivéncia celular, Sim (dominio catalitico)
regulacdo do sistema auto-imune
SIRT 2 389 Nucleo Migracao, sobrevivéncia e invasdo celular Sim
SIRT 3 399 Mitocondria Ciclo da ureia, equilibrio redox, regulacdo ATP, metabolismo, Sim
apoptose e sinalizacdo celular
SIRT 4 314 Mitocondria Metabolismo energético, regulacdo ATP, metabolismo, N3o

apoptose e sinalizacdo celular
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SIRT 5 310 Mitocondria Ciclo da ureia, metabolismo energético, regulacdo ATP, Sim
metabolismo, apoptose e sinalizagdo celular

SIRT 6 355 Nucleo Regula¢do metabdlica Sim

SIRT 7 400 Nucleo Apoptose Nao
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Além disso, a expressao das enzimas HDAC pode ser regulada positiva ou
negativamente em varios tipos de cancer. No entanto, a maioria dos estudos mostram que
h& uma variacdo consideravel nos niveis de expressao entre tumores da mesma entidade.
Em geral, a expressdo de HDAC classe | tende a ser maior em amostras tumorais em
comparacao com o tecido normal correspondente. Em contraste, a HDAC classe Il parece
ser regulada negativamente, e a alta expressdo é correlacionada com um melhor
prognéstico (Weichert W, 2009). O aumento da atividade de HDAC leva a hipoacetilacao
de proteinas alvo, por exemplo, histonas em regides promotoras de genes supressores
tumorais, resultando assim na repressao transcricional (Santos-Rosa H, et al. 2005).
Curiosamente, mutacfes em genes que codificam as HDACs sao raramente encontradas
no cancer (Lafon-Hughes L, et al. 2008).

Dentre os farmacos que inibem a modulac&o de histonas Vorinostat (Zolinza®), a
base de hidroxamato, foi o primeiro inibidor HDAC a ser aprovado pelo FDA em 2006 para
o tratamento de linfoma cutaneo de células T refratario em pacientes que receberam duas
ou mais terapias sistémicas anteriormente. E considerado inibidor de todas as HDACs
dependentes de zinco em concentragcdes nanomolares. Estudos sugerem que tem efeito
inibitério fraco em enzimas Classe lla (Bradner JE, et al. 2010). Vorinostat induz a
diferenciacéo celular, por exemplo, de células de eritroleucemia, provoca o aumento dos
niveis de p21 (regulador de progressao do ciclo celular) e a parada do ciclo celular na fase
G1. Este composto inibe o crescimento celular em grande parte das linhagens celulares
tumorais e em modelos animais gera pouca toxicidade (Jones P, et al. 2008). Um segundo
inibidor de HDAC aprovado pelo FDA para linfoma cutaneo de células T refratario foi

Romidepsina (Istodax®) em 2009. Romidepsina foi isolado de Chromobacterium
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violaceum e inibe a atividade de HDAC a concentracdes nanomolares. E um pré-farmaco
gue € ativado por um composto denominado tiol (Furumai R, et al. 2002).

O butirato € sintetizado através da fermentacdo de fibras néo digeriveis por
bactérias no célon (Pryde SE, et al. 2002; Barcenilla A, et al. 2000). Também pode ser
produzido em concentracdes muito mais baixas em células de mamiferos através da
oxidacao de acidos graxos e do metabolismo da glicose (Pouteau E, et al. 2003; Wolever
TM, et al. 1997) e pode ser encontrado em 0Oleos vegetais e gorduras de animais (Layden

BT, et al. 2013).

1.3.1.1 Butirato de sédio (HDACI)

Butirato de sodio (NaB) (Figura 8) € um acido graxo de cadeia curta com férmula
molecular C4H702Na, € comumente utilizado em estudos farmacoldgicos e conhecido pela
sua acao de inibir HDAC (HDACI), o que resulta em um aumento da acetilagéo de histona

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

0
H3C/\)I\O® N&®

Figura 8: Estrutura molecular do butirato de sédio.

Em varios modelos, como a doenca de Huntington, estudos mostram que NaB e
fenilbutirato, um anélogo estruturalmente semelhante, resgatam a acetilacdo de histona,
evitando a morte celular neuronal e estendendo o tempo de vida de ratos (Ferrante RJ, et
al. 2003; Gardian G, et al. 2005). Os mecanismos de acao de NaB sdo mdultiplos, mas

muitos deles estéo relacionados com a regulacéo da expresséao génica (Berni Canani R,
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et al. 2012). A capacidade de NaB para reativar genes epigeneticamente silenciados em
células tumorais, tais como o inibidor do ciclo celular, p21 e a proteina pro-apoptotica Bcl-
2 e, para ativar estes genes em células normais, tem importante implicacbes para a
prevencao e terapia do cancer. NaB também tem capacidade de reprimir a angiogénese
in vitro e in vivo e reduzir a expressao de fatores pro-angiogénicos, incluindo fatores
indutiveis por hipoxia (HIF-1a) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(Deroanne CF, et al. 2002; Bolden JE, et al. 2006; Liang D, et al. 2006).

Em células tumorais, o NaB apresenta atividade antitumoral significativa em varios
tipos de cancer. Estudos do nosso grupo relataram efeito anti-proliferativo em células de
neuroblastoma murino (Abujamra AL, et al. 2009) e meduloblastoma humano (Nér C, et
al. 2013). Outros estudos demonstraram que o NaB induz apoptose em células de
melanoma metastatico aumentando a acetilagdo e consequentemente aumentando a
expressdo de p53 (gene supressor tumoral, que desempenha um papel importante no
controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na indugcédo da apoptose) e aumentando a
expressao de Bax (proteina pro-apoptotica) (Bandyopadhyay D, et al. 2004) e reducéo do
nivel de Bcl-2 no cancer de mama (Louis M, et al. 2004). Em células tronco tumorais de
cancer do endométrio, NaB inibiu a proliferacéo celular (Kato K, et al. 2011).

1.3.2 Metilacao

A metilacdo do DNA é uma importante modificacdo epigenética que esta fortemente
envolvida no controle fisiolégico da expressédo gendmica. Processos de desenvolvimento
e funcdes bioldgicas sdo fortemente dependentes de padrbes de expressdo génica
hierarquicos. Numerosos processos moleculares controlam a expressdo génica, e a
metilacdo do DNA é um desses processos epigenéticos que conduz a repressao

prolongada da expresséo (Lissa D, et al. 2016). A metilacdo € a modificacdo epigenética
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mais comum que envolve a adi¢do do grupo metil a residuos 5'-citosina e é muitas vezes
detectada em sequéncias de dinucleotideos de CpG (Liu H, et al. 2016). Esse processo
esta frequentemente localizado em regi6es promotoras e ocasionalmente em regides
reguladoras de transcricdo em mamiferos, plantas e até procariotos. A metilacdo de DNA
pode ser classificada como hiper ou hipo- metilacdo, de acordo com o0 aumento ou
diminuicdo dos niveis de modificacdo gendmica, respectivamente. Hipermetilagdo € uma
alteracdo epigenética que muitas vezes leva a inativagcdo de genes a delecdes e
translocacdes. Células hipermetiladas podem exibir um fenétipo de resisténcia a drogas
(Wilson TR, et al. 2006) ou a proliferacdo celular; em células eucaribticas, a metilacdo
pode levar ao silenciamento de genes importantes, tais como 0S genes supressores
tumorais, que afetam vias de transcricdo, podendo ter como consequéncia o
desenvolvimento de doencas como o cancer (Bird A, 2002). Portanto, a metilacéo
considera-se uma caracteristica tumoral, sendo detectada em varios tipos de células
tumorais, incluindo as do célon, de mama, de ovario e de cancer de colo de Utero, e esta
associada com alteracdes na expressao génica especifica (Alokail MS, et al. 2015; Brevini
TA, et al. 2016).

1.3.2.1 Decitabina e 5-azacitidina (DNMTi)

Azanucleosideos (Figura 9) sdo ferramentas moleculares que atuam na inducéo
da desmetilacdo de DNA em modelos celulares. No entanto, € sabido que doses elevadas
podem induzir pronunciada toxicidade em pacientes. Quando esquemas de dosagem
foram adaptados para aperfeicoar efeitos epigenéticos, tornou-se cada vez mais
importante demonstrar a desmetilacio de DNA em pacientes. Varios estudos tém
mostrado que 5-Aza-2'-desoxicitidina (decitabina) pode induzir uma desmetilacdo

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

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

2007).
a b c
Cytidine 5-azacytidine (azacitidine) =~ 5-aza-2’-deoxycytidine
Vidaza® (decitabine) Dacogen®
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Figura 9: Nucleosideo de citidina (a) e azanucleosideo (b, c), estruturas quimicas. As
por¢cbes de aglcar sdo indicadas em cinza, e as mudancgas quimicas entre nucleosideos citidina
e azanucleosideos séo destacadas em vermelho. Adaptado Diesch J, (2016).

A légica por tras da terapia de desmetilacdo € a capacidade de inibidores de DNA
metiltransferases reverterem o silenciamento génico induzido pela hipermetilacdo (Mund
C, et al. 2006). O silenciamento génico de supressores tumorais e de outros genes
relacionados ao cancer induzido pela hipermetilagdo desempenha um papel fundamental
na tumorigénese humana (Esteller M, 2007). A reversédo destas mutacdes epigenéticas
pode, portanto, restaurar o controle de proliferacdo e a sensibilidade a apoptose. A
identificacdo de tais eventos em pacientes submetidos a terapia desmetilacado tem sido
notavelmente dificil. Os nucleosideos 5-Azacitidina (5-Aza) e decitabina foram
desenvolvidos como classicos agentes citostaticos (Sorm F, et al. 1964). Posteriormente,

foi demonstrado que estes compostos inibem a metilacdo do DNA em linhagens celulares
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humanas, o que proporcionou uma explicacdo mecanicista para a sua atividade de
modulacao a diferenciacao (Jones PA, et al. 1980). Estudos anteriores confirmam que a
atividade maxima de desmetilacdo foi observada apés 48 horas, mostrando que a
exposicao prolongada ao farmaco pode causar respostas mais pronunciadas (Bender CM,
et al. 1999). Apds a absorcdo celular, os nucleosideos precisam ser ativados e
metabolicamente convertidos em um nucletideo ativo para a inibicdo da metilacdo do
DNA. Apos terem sido metabolizados, os azanucleosideos podem tornar-se substratos
para a maquinaria de replicacdo do DNA e serdo incorporados no DNA, onde 5-Aza pode
substituir a citosina. Os dinucleotideos aza-citosina-guanina séo reconhecidos pelas DNA
metiltransferases como um substrato natural, e as enzimas iniciardo a reacao de metilacao
por um ataque nucleofilico. Isto resulta na criacdo de uma ligacao covalente entre o atomo

de carbono-6 do anel citosina e a enzima (Santi DV, et al. 1984; Chen L, et al. 1991).
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Figura 10: Mecanismo de 5-aza. a. Um ataque
nucleofilico do grupo de proteina-tiol na posi¢cao C6
da citosina impulsiona a subsequente transferéncia
do grupo metil do doador de metil S-adenosil-L-
metionina. A transferéncia prossegue através de
um complexo covalente na posi¢cao C6 entre o DNA
e a proteina DNMT. O complexo € resolvido através
de uma reagdo B-eliminagdo resultando na
liberacdo da enzima DNA metiltransferase ativa. b.
InibicAo baseada em mecanismo de DNMTs por
conter azacitosina-DNA. O complexo covalente em
C6 néo pode ser resolvido através de -eliminacéo,
devido a presenca de um atomo de nitrogénio na
posicdo 5. Covalentemente DNMTs séo
degradadas, resultando na deplecdo de DNMTs
celulares. Adaptado: Stresemann C, (2008).

A ligagao € normalmente resolvida por B-eliminacdo através do &tomo de carbono-

5, mas a reacdo € bloqueada com azacitidina, em que o carbono-5 € substituido pelo

nitrogénio. Assim, a enzima permanece covalentemente ligada ao DNA, e a sua fungéo

DNA metiltransferase € bloqueada. Além disso, a ligacdo covalente da proteina também

compromete a funcionalidade do DNA que ativa as vias de sinalizacdo de reparo,
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resultando na degradacdo de DNA metiltransferase (Figura 10). Como consequéncia, a
marca da metilacédo torna-se perdida durante a replicacdo do DNA.

Estudos mostraram que o pré-tratamento de linhagens celulares de NB com 5-Aza-
dC significativamente aumentou a sensibilidade a apoptose induzida por cisplatina, VP-16
e doxo. Interessantemente, as linhagens celulares de NB variam no seu grau de
desmetilacdo de DNA em resposta a 5-Aza-dC, associado a expressdo alterada de
enzimas e transportadores envolvidos no metabolismo de 5-Aza-dC (Charlet J, et al.
2012).

Além disso, alguns estudos usaram a combinacdo TSA e 5-Aza-dC. Genes que sao
novamente expressos apoés tratamento com 5-Aza-dC e / ou TSA (reativada) podem ser
silenciados devido a metilacdo do DNA /modificacGes de histonas. Esta abordagem pode
ser aplicada apenas em linhagens celulares em que ocorre desmetilacdo apos varias
divisdes celulares (Decock A, et al. 2011).

Assim como em outros tipos de cancer, é claramente mostrado que NB é uma
doenca regulada por mecanismos epigenéticos (Figura 11). As abordagens de genes
candidatos conduziram a descoberta de regides metiladas em vias relacionadas com a
apoptose em NB. Os genes supressores tumorais "classicos" ndo mostram um sinal claro

de metilacdo em NB (Decock A, et al. 2011).
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Figura 11: Representacdo esquematica dos mecanismos de acdo de HDACi (NaB) e DNMTi
(5-Azacitidina). NaB permite a transcri¢do génica, inibindo a retirada do grupo acetil da cauda de
histonas realizado pelas enzimas HDAC. A 5-Azacitidina ativa a transcricdo génica através da
inibicdo de enzimas DNA metiltransferase, ndo ocorrendo o silenciamento génico. Adaptado:
Griffiths EA, (2008).

1.4 Terapia de diferenciacao

Os ultimos 50 anos nos mostram que o tratamento de pacientes com cancer, em
abordagens convencionais (por exemplo, agentes citotoOxicos convencionais, anticorpos
direcionados ou inibidores de moléculas pequenas) ndo é suficiente para curar uma
proporcao significativa de pacientes com cancer (Cruz FD, et al. 2012).

A terapia de diferenciacdo € uma modalidade terapéutica destinada a reativacao
endoégena do programa de diferenciacdo em células cancerosas com subsequente
maturacao tumoral celular e perda concomitante do fenétipo do tumor; pelo trabalho de G.
Barry Pierce, pode-se tracar as origens conceituais da terapia de diferenciacdo, que
postulou que células malignas podem diferenciar-se em células ndo malignas (Pierce GB,

et al. 1971; Pierce GB, 1983). Uma desvantagem da terapia de diferenciacdo é a
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inferioridade tedrica e pratica em comparacdo as abordagens citotoxicas novas e até
mesmo as convencionais. A terapia diferenciacdo faz alusdo a um processo mais

complexo de transicdo de cancer para o tecido normal (Cruz FD, et al. 2012).

1.4.1. Vitamina A

A vitamina A e seus derivados (retinoides) exercem uma grande variedade de
efeitos sobre desenvolvimento embrionario, crescimento celular, diferenciacdo e
apoptose. A vitamina A ndo pode ser sintetizada por qualquer espécie animal e é obtida
somente através da dieta, na forma de retinol, éster de retinol, ou 3-caroteno, tendo sido
usada para o tratamento de cegueira noturna por milhares de anos (Bushue N, et al. 2010).

Apés a ingestéo, a vitamina A é armazenada como ésteres de retinil em células
hepaticas. Retinol é reversivelmente oxidado por retinol desidrogenases para produzir
retinal. Subsequentemente, retinal pode ser irreversivelmente oxidado em all trans acido
retinoico (ATRA) por retinal desidrogenases, e adicionalmente oxidado pelas enzimas do
citocromo P450 (principalmente CYP26) no tecido hepatico. Retinol tem cinco isoformas
biologicamente ativas que incluem ATRA, 11-cis, 13-cis, 13-di-cis e 9-cis, sendo ATRA a
forma fisioloégica predominante e um retinoide endogeno com atividade biologica (Napoli
JL, 1996; Achkar CC, et al. 1996; Buck J, et al. 1991). ATRA isomeriza em condi¢cdes
experimentais e fisiologicas. A forma all-trans retinol circula no sangue ligado a proteina
sérica retinol (RBP). Dentro das células, all-trans retinol e seu produto de oxidacao, all-
trans retinal, estdo associadas com diferentes isoformas de proteinas ligantes ao retinol
celular (CRBP), enquanto ATRA liga-se intracelularmente em isoformas proteicas ligantes
ao acido retinoico (CRABP) (Bushue N, et al. 2010) (Figura 12).

Acido retinoico (RA) regula a expressdo génica pela ligagdo ao seu receptor

nuclear, que por sua vez ativa a transcricdo de genes alvo downstream. Assim, 0S
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retinoides exercem suas func¢des bioldgicas principalmente pela regulacdo da expresséo
génica. Os retinoides apresentam duas classes distintas de receptores: receptores de
acido retinoico (RAR) e receptores x retinoides (RXR). Cada receptor contém trés subtipos
—a, B, e y. RARs podem ser ativados tanto por ATRA quanto por 9-cis-RA, enquanto que
0s RXR séo exclusivamente ativados por 9-cis-RA. No entanto, devido a converséo de
ATRA em 9-cis-RA, a altas concentracdes micromolares, ATRA pode ativar a transcricao
génica em células transfectadas com RXRs (Heyman RA, et al. 1992).

Os RXR podem formar homo e heterodimeros com outros receptores, sendo
receptores promiscuos que formam heterodimeros com muitos tipos diferentes de
receptores, 0s quais incluem receptores para os acidos graxos e RA (RAR). Estes
receptores ativados por seus ligantes regulam a transcricdo de genes através da ligacao
a elementos responsivos ao acido retinoico (RARES) em regifes promotoras de genes

responsivos (Bastien J, et al. 2004).
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A expressdo alterada dos receptores de RA estd também associada com
transformacdo maligna de tecidos animais ou células cultivadas. Além disso, retinoides
suprimem carcinogénese em modelos animais com tumores na pele, em regides orais,
pulm&o, mama, bexiga, ovario e préstata (Bukhari MH, et al. 2007; Wang Y, et al. 2009;

Pisano C, et al. 2007; Shah RK, et al. 2001; Li Y, et al. 2008; Moon RC, et al. 1994 Liu B,
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Figura 12: Vias de sinalizacdo dos retinoides. Os retinoides absorvidos dos alimentos sdo
convertidos em retinol e ligam-se a CRBP no intestino. Em seguida, o retinol é convertido em
ésteres de retinil e entra na circulagdo sanguinea. O figado tira os ésteres de retinil, que séo
convertidos em complexo retinol-RBP no hepatdcito. No soro, o complexo retinol-RBP é ligado a
transtirretina (TTR) em uma proporcéo de 1: 1 para evitar eliminagdo pelos rins e para assegurar
gue o retinol seja entregue a célula alvo. A captacdo de retinol pela célula alvo é mediada por uma
proteina transmembrana, que & um receptor de RBP. Na célula alvo, retinol liga-se a CRBP ou é
oxidado para retinaldeido pela desidrogenase de retinol (RDH) numa reacdo reversivel. Em
seguida, retinaldeido pode ser oxidado por retinaldeido desidrogenase (RALDH) para RA. Na
célula alvo, RA liga-se a CRABP ou entra no nucleo e liga-se a receptores nucleares para regular
a transcricdo génica. Alternativamente, RA pode mediar mecanismos de vias ndo gendmicas e
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regula a funcgédo celular. Os hepatdcitos ndo apenas processam os retinoides, mas também séo as
células alvo. Além disso, 0s hepatdcitos localizados proximos do local de armazenamento. Assim,
a sinalizacdo mediada pelo retinoide deve ter um profundo efeito na regulacéo de funcéo e fenétipo
dos hepatécitos. Adaptado: Bushue N (2010).

Na fase embrionaria, os retinoides controlam a proliferacdo, migracdo e
diferenciacao de células progenitoras derivadas da crista neural e, no desenvolvimento de
neurénios simpaticos, RA coopera com proteina morfogénica 6ssea-2 (BMP-2) para tornar
células sensiveis a fatores neurotréficos, tais como fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF) e neurotrofina 3 (NT3) (Thang SH, et al. 2000; Wyatt S, et al. 1999). In vitro, os
retinoides induzem parada do crescimento celular na fase G1 do ciclo celular e induzem
diferenciacdo em linhagens celulares NB humanas (Westermark UK, et al. 2011; Thiele

CJ, et al. 1985).

Os retinoides também exercem efeito através de vias independentes de transcrigéo,
0 que pode ocorrer na presenca ou auséncia de receptores nucleares. Os retinoides
mediados por RARs inibem AP-1 (regulador de proliferag&o celular) (Fanjul A, et al. 1994).
RA também inibe a atividade de NFkB em ratos (Austenaa LM, et al. 2004). Mediado
através RAR, RA pode alterar o nivel de Ca ** intracelular e, assim, controla a ativagao
de PI3K em células neurais (Liao YP, et al. 2004; Chen N, et al. 2008; Masia S, et al.
2007).

Além disso, os retinoides sdo amplamente utilizados para o tratamento de doencas
dermatoldgicas e visuais. O seu efeito sobre a prevencdo do céncer e tratamento tem
recebido muita atencdo, sendo propostos como potenciais agentes quimioterapéuticos e
guimiopreventivos. Estudos epidemiolégicos mostram que uma menor ingestdo de
vitamina A resulta em maior risco de desenvolver céancer, 0 que corrobora com as

observagbes em animais deficientes em vitamina A (Sun SY, et al. 2002).
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Retinoides induzem a diferenciacao neuronal e a parada de crescimento celular em
algumas linhagens celulares de NB (LA-N-5, LA-N-1, SMS-KCNR) (Sidell N, 1982; Thiele
CJ, et al. 1985), mas tém pouco efeito sobre as outras (SK-N-AS, SH-EP) (Gaetano C, et
al. 1991). O uso de agonistas seletivos ao receptor indica que tanto o RAR como o0 RXR
Sa0 necessarios para os efeitos maximos sobre o crescimento e diferenciacdo. O processo
de diferenciacéo inclui elaboracdo de extensos processos neuriticos que séo estrutura e
eletrofisiologia semelhantes aos neurdnios normais, diminuicdo de um numero de proto-
oncogenes N-myc, c-myb (Thiele CJ, et al. 1988; Guglielmi L, et al. 2014); mostrou-se que
0s genes B-myb e o aumento em TrkB e receptores RET e sua proteina cinase induzem
neuritos em células NB (Kaplan DR, et al. 1993; D'Alessio A, et al. 1995; Shiohira H, et al.

2012).

ATRA é o retinoide natural mais abundante e usado para tratamento de linfoma,
leucemia, melanoma, cancer de pulmao, cancer cervical, cancer renal, NB e glioblastoma
(Bushue N, et al. 2010). O uso mais efetivo de ATRA em doencas humanas foi
demonstrado no tratamento de uma leucemia rara, a leucemia promielocitica aguda (APL)
(Bushue N, et al. 2010). Em um ensaio clinico randomizado, o uso de isotretinoina (13-
cis-RA) apds a consolidacao da terapia mieloablativa em pacientes com NB reduziu o risco
de recidiva entre aqueles que receberam o farmaco (Matthay KK, et al. 1999). Além disso,
a isotretinoina faz parte da terapia padrdo seguida por transplante de células-tronco
hematopoiéticas autélogas e manutengdo com 13-cis-RA para o tratamento de doenca
residual minima, levando a uma taxa de sobrevivéncia livre de doenca 3-anos (DFS) de
cerca de 50% (Masetti R, 2012), e atualmente € usada em associagdo com Dinutuximab

(anticorpo monoclonal), aprovado pelo FDA (Yu AL, et al. 2010).
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A Fenretinida, um retinoide sintético que exerce a atividade antitumoral em modelos
de NB, através da inducdo de apoptose, foi proposto como uma alternativa ou retinoide
adicional para ser utilizado como alvo em células residuais que sobrevivem apos
guimioterapia intensiva (Wang H, et al. 2001; Garaventa A, et al. 2003).

Antes da terapia de diferenciacdo baseada em acido retinoico para leucemia
promielocitica aguda (APL), com a utilizacdo de varias quimioterapias citotoxicas, as taxas
de remissao tiveram uma progressiva melhora de 50 para 80%, dos quais apenas cerca
de 35% sobreviveriam por mais tempo. No entanto, com a utilizacéo de acido retinoico e
guimioterapia, mais de 90% dos pacientes recentemente diagnosticados com APL pbde
conseguir uma remissdo completa, e cerca de 75% pode ser curada (Stone RM, et al.
1988; Kantarjian HM, et al. 1986; Cunningham I, et al. 1989; Tallman MS, et al. 1997;
Tallman MS, et al. 2002; De Botton S, et al. 1998; Testi AM, et al. 2005; Fenaux P, et al.

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

A hipotese deste trabalho é que a modulacéo epigenética associada a tratamento
com retinoides tenha maior eficAcia do que monoterapia com cada classe desses agentes

na inibi¢do do crescimento de neuroblastoma.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito deretinoides e moduladores epigenéticos em células

de neuroblastoma humano in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinagéo do efeito dos tratamentos com retinoides, HDACi e DNMTi, sobre a
proliferacdo e viabilidade celular em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2);

e Avaliacdo do ciclo celular apds os tratamentos citados em células SH-SY5Y e SK-
N-BE(2);

e Analise de marcadores de indiferenciacao e diferenciagao (B3tubulina; bmil, n-
myc; p21;c-myc; histona H3, NeuN, ERK, Mecp2) na populacdo de células SH-
SY5Y e SK-N-BE(2) apés os tratamentos de 72h;

e Avaliagdo da morfologia celular utilizando B3tubulina apds os tratamentos citados
em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2);

e Avaliacdo da acetilacdo de histona H3 apds o tratamentos citados em células SH-

SY5Y e SK-N-BE(2) por ELISA.
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Abstract Neuroblastoma (NB) is the most common extracra-
nial solid childhood tumor accounting for around 15% of pe-
diatric cancer deaths and most probably originates from a
failure in the development of embryonic neural crest cells.
Retinoids can inhibit the proliferation and stimulate differen-
tiation of NB cells. In addition, epigenetic events involving
changes in chromatin structure and DNA methylation can
mediate the effects of retinoids; hence, the scope of this study
is to investigate the use of retinoids and epigenetic drugs in
NB cell lines. Here, we demonstrate that the combination of
retinoid all trans-retinoic acid (ATRA) with inhibitors of either
histone deacetylases (HDACs) or DNA methyltransferase is
more effective in impairing the proliferation of human SH-
SYSY and SK-N-BE(2) NB cells than any drug given alone.
Treatments also induced differential changes on the messen-
ger RNA (mRNA) expression of retinoid receptor subtypes
and reduced the protein content of c-Myc, the neuronal
markers NeuN and (3-3 tubulin, and the oncoprotein Bmil.
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These results suggest that the combination of retinoids with
epigenetic modulators is more effective in reducing NB
growth than treatment with single drugs.
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Introduction

Neuroblastoma (NB) derives from embryonal neural crest
cells that later give rise to the sympathetic nervous system.
NB is the most common extracranial solid childhood tumor
accounting for around 15% of pediatric cancer deaths.
Children with high-risk NB have poor long-term survival de-
spite intensive multimodal treatment, and the amplification of
the MYCN oncogene, which occurs in about 22% of patients
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with NB, is strongly associated with poor prognosis. Current
chemotherapy options limit dose intensification due to signif-
icant toxicity and have reached a plateau; therefore, novel
rationale treatment strategies are urgently needed [1, 2].

Given that a failure in neural crest development is likely at
the origin of NB, understanding normal neural crest differen-
tiation and the effects of drugs influencing cellular differenti-
ation may help to establish new therapeutic options [3].
Retinoids are vitamin A derivatives crucially involved in reg-
ulating the growth and differentiation of many embryonic and
adult tissues. Alterations in gene expression induced by reti-
noids are mediated by nuclear retinoid receptors (retinoic acid
receptor (RAR) and retinoid X receptor (RXR)), which are
ligand-activated transcription factors that function as hetero-
dimers [4]. Retinoids, including all trans-retinoic acid (ATRA)
and 13-cis-retinoic acid (13-cis-RA), inhibit the proliferation
and stimulate differentiation of NB cells [35, 6]. Curtently, 13-
cis-RA is an established component in the treatment of high-
risk NB used in the maintenance phase of patients with min-
imal residual disease, after myeloablative therapy and in au-
tologous hematopoietic stem cell transplantation [7, 8]. Yet,
over half of the high-risk NB patients treated with this stan-
dard strategy including 13-cis-RA still relapse.

Retinoid receptors have significant interplay with epigenet-
ic events including histone acetylation and DNA methylation.
Histone deacetylases (HDACs) bind to several retinoic acid
response elements in proximal promoters or enhancer regions
of genes regulated by ATRA in stem cells [9]. Conversely,
RARs activated by ATRA interact with protein components
of the transcription complex that mediate the placement or
removal of epigenetic marks on histones and DNA [10].
Also, the activation of the RET gene by retinoic acid can
promote changes in chromatin and DNA methylation in NB
cells [11]. These findings suggest that combination therapy
with epigenetic modulators and retinoids could be more effec-
tive than either class of drugs alone [12]. In fact, RAR-
deficient mouse embryonic fibroblasts showed enhanced sen-
sitivity to HDAC inhibitors (HDACis), and combinations of
retinoic acid and HDAC:is display increased retinoic acid sig-
naling activation and antitumor effects in mouse models [13].
HDAC:s regulate the expression of retinoid receptors and act
synergistically with retinoids to inhibit the growth of experi-
mental NB [14-16]. Moreover, a study using expression-
based screening, in which an HDACI was an enhancer to
screen for compounds, identified ATRA as the best drug to
enhance the effects of HDAC inhibition in promoting NB
differentiation. Furthermore, the combination of ATRA and
the HDAC! suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) result-
ed in longer survival in a xenograft model of NB [17].

Abnormal DNA methylation in NB results in inactivation
of tumor suppressor genes [18, 19]. DNA-demethylating
drugs, including the DNA methyltransferase inhibitor 5-
azacytidine (5-Aza), inhibit NB cell viability and restore
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sensitivity to chemotherapy [20, 21]. In NB cells, changes in
the methylation status of enhancer regions play a role in the
transcriptional activation induced by retinoids [11], and
epigenomic modifications mediated by a DNA methyltrans-
ferase can increase sensitivity to ATRA [22]. In addition,
DNA demethylation events mediate the differentiating effects
of ATRA in NB cells [23]. In this study, we aim to vetify
whether ATRA in combination with HDAC or DNA methyl-
transferase inhibition could induce enhanced effects on the
proliferation and differentiation of human NB cells as this
remains poorly characterized in previous reports.

Materials and Methods
Cell Culture

Human SH-SY5Y and SK-N-BE(2) NB cells were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, USA). Cells were maintained in tissue culture
flasks at 37 °C with humidified atmosphere and 5% CO,.
The culture medium, which was changed every 2/3 days,
was prepared with DMEM/ F12 (Gibco, Grand Island,
USA), 1% penicillin and streptomycin (Gibeo), supplemented
with 10% fetal bovine serum (Gibco), with the pH adjusted to
74.

Treatments and Cell Proliferation Assays

ATRA, the HDACI sodium butyrate (NaB), and the DNA
methyltransferase inhibitor, 5-Aza, were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). The chosen doses were
ATRA, 100 nM; NaB, 1 mM; and 5-Aza, 1 (M [24-26].
After being treated for 72 h, cells were trypsinized, centri-
fuged, and washed with PBS twice. Cells were then resus-
pended in a solution of 1 ( of propidium iodide (PI, Sigma-
Aldrich) per milliliter of PBS and incubated on ice for 15 min
prior to analysis using the flow cytometer Attune® Acousting
Focusing Cytometer (Applied Biosystem—Life-Thermo,
USA), and the Attune® software was used for analysis.

The evaluation of cell proliferation used a population dou-
bling level (PDL) assay where cells were treated in duplicates
for 72 h, then trypsinized, and one third of the cells were
separated for counting using the flow cytometer Attune®
Acousting Focusing Cytometer (Applied Biosystem—Life-
Thermo, USA), and the Attune® software was used for anal-
ysis. Two thirds of the remaining cells were replated for 4 days
before a new counting was cartied out. PDL at each passage
was calculated using the equation PDL = (log Xe — log Xb) /
log2, where Xe is the cell number at the end of the incubation
time and Xb is the cell number at the beginning of the incu-
bation time, as described in the ATCC® Animal Cell Culture
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Guide. Data is displayed as cumulative PDL, calculated as the
sum of all previous PDLs [27].

Cell Cycle Analysis

For cell cycle analysis, cells were treated for 24 or 30 h,
trypsinized, centrifuged, and washed with PBS twice. Then,
cells were resuspended in 50 pg/ml PI (Sigma-Aldrich) and
0.1% Triton X-100 in a 0.1% sodium citrate solution, main-
taining the ratio of 1 x 10° cells/ml PI solution. Cells were
incubated on ice for 15 min prior to analysis using the flow
cytometer Attune® Acousting Focusing Cytometer (Applied
Biosystem—Life-Thermo), and data was analyzed using soft-
ware FlowJo V10.

Histone H3 Acetylation

Cells treated for 24 h with drugs alone or combined were lysed
with a lysis solution buffer in accordance with the manufac-
turer’s instructions (PathScan® Acetylated Histone H3
Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA Kit,
Cell Signaling, Danvers, USA), and the plate was read for
spectrophotometric determination.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction

The messenger RNA (mRNA) expression of retinoid receptors
was analyzed by reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR). Total RNA was extracted from cells plated for 24 h
using TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), in accordance with the manufacturer’s instructions, quan-
tified in NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), treated with
DNase (Promega, Madison, USA), and reverse-transcribed with
SuperScript® III First-Strand Synthesis supermix (Thermo
Fisher Scientific). RAR«, RARf3, RARYy, and (3-actin primers
used for RT-PCR amplification were designed according to the
cotresponding GenBank and are shown in Table 1. The expres-
sion of f3-actin was measured as an internal control.
Experimental conditions were 1.5 mM MgCl,, 0.2 uM for each
primer, 0.2 dNTPs, 1.25 U GoTaq® Hot Start Polymerase
(Promega, USA), and 2 pul complementary DNA (cDNA)

template. All assays were carried out in a total volume of 25 wl
using 35 cycles for amplification that consisted of 2 min at 95 °C,
denaturation at 94 °C for 30 s, annealing for 30 s at 58-60 °C
depending on the primer, and extension at 72 °C for 45 s, follow-
ed by a final extension at 72 °C for 10 min. The products of
RAR«, RARf3, RARYy, and f3-actin were electrophoresed
through 2% agarose gels containing ethidium bromide and visu-
alized with ultraviolet light. Fragment lengths were confirmed
using a low DNA mass ladder. For each set of PCR reactions,
anegative control was included.

‘Western Blot

Cells were lysed after 72 h of treatment with a lysis solution
containing SDS, Tris, and EDTA, and protein was quantified
using the Bradford protein assay (Pierce, Thermo Scientific,
‘Waltham, USA) and separated by SDS-PAGE. Proteins were
transferred to PVDF membrane and blocked with a blocking
solution containing 10% non-fat dry milk in 1x TTBS. The
membrane was incubated overnight with primary antibodies
against c-Myc (1:500; Cell Signaling), n-Myc (1:500; Abcam,
Cambridge, USA), extracellular regulated kinase (ERK,
1:500; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), Bmil
(1:1000; Cell Signaling), NeuN (1:500; Merck Millipore,
Temecula, USA), and {3-3 tubulin (1:750; Cell Signaling).
Incubation of all primary antibodies was followed by incuba-
tion with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (1:2000; Santa Cruz Biotechnology) for
2 hat4 °C, and chemoluminescence was detected using ECL
‘Western Blotting substrate (Pierce, Thermo Scientific) and
analyzed using ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, UK). Membrane was stained with
Coomassie blue for protein load control. Immunodetection
and loading control were analyzed using Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, USA).

Immunofluorescence
Cells were treated for 72 h and fixed with 4% paraformaldehyde

in PBS 1x, washed with PBS 1%, and permeabilized with 0.2%
Triton X-100 in PBS 1x for 20 min. Cells were then blocked

Table 1 Forward and reverse

primers used for RT-PCR Gene Primer sequences PCR product size (bp)
amplification
hRARP Forward 5’ GGT TTC ACT GGC TTG ACC AT 3’ 198
Reverse 5 GGC AAA GGT GAA CAC AAGGT 3
hRARy Forward 5" AAC AAG GTG ACC AGG AAT CG 3’ 182
Reverse 5’ TTG CTG ACC TTG GTG ATG AG 3’
hRAR var. 1-3 Forward 5’ GTG TCA CCG GGA CAA GAACT 3 175
Reverse 5’ CGT CAG CGT GTA GCT CTC AG 3
B-Actin Forward 5’ GAG ACC TTC AAC CCC AG 3’ 190
Reverse 5’ GCT ACA GCT TCA CCA GCAG 3’
) Springer
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with 0.2% Triton X-100 in PBS 1x with 1% bovine serum albu-
min (BSA) prior to incubation overnight at 4 °C with anti-3-3
tubulin with Alexa Fluor 488 conjugate, 1:1000 (Abcam, USA).
After incubation with the primary antibody, cells were stained
with nuclei staining solution (4',6-diamino-2-phenylindole
(DAPI), at 1 pl/ml of PBS 1x) for 30 min. Photographs were
obtained using inverted fluorescence microscope EVOS®
FLoid® Imaging Station (Thermo Fisher Scientific), and the
images were analyzed using the software Image Pro Plus 6
(IPP6-Media Cybemetics, Silver Spring, USA).

Statistics

Data are shown as mean =+ standard error of mean (SEM).
Statistical analysis was performed by one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by Tukey post hoc tests for multiple

Fig. 1 Combination treatments a
with a RAR and an HDACi or a
DNA methyltransferase inhibitor

8

show increased efficacy in halting 4
the proliferation of human NB
cells. a SH-SY5Y and b SK-N- 4

BE(2) cells were treated with the
different drugs alone or in com-
binations for 72 h, and prolifera-
tion was assessed in a PDL assay
across 16 days as described in
Materials and Methods section.
Data are expressed as

mean = SEM; N = 3 independent
experiments; **p < 0.01;

*ikp < 0.001; and

##%%p < 0.0001 compared to
control cells. There were also
significant differences between
cells treated with single drugs and
those exposed to combination
treatments (see Table 2 for
additional comparisons)
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comparisons. Experiments were replicated at least three times;
p values under 0.05 were considered significant. The GraphPad
Prism 6 software (GraphPad Software, San Diego, USA) was
used for analyses.

Results

The HDACi NaB Enhances ATRA-Induced Effects
on Cell Proliferation

All treatments significantly reduced the proliferation, assessed in
a PDL assay, of both NB cell lines, except for NaB alone in SK-
N-BE(2) cells (Fig. 1). Notably, by day 16, the combination of
ATRA with either NaB or 5-Aza induced a consistently more
pronounced effect than any drug given alone, except for the

SH-SYSY

D4 D12 D16

D8
Days in drug-free medium
SAZA 1M ATRA 1000M

——NaB1mM + ATRA 100nM ——SAZA 1M+ ATRA 100nM

SK-N-BE(2)

D4 D8 D12 D16
Days in drug-free medium

SAZA 1uM ATRA 1000M ——NaB 1 mM + ATRA 1000M ——SAZA 1uMe ATRA 100nM
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comparison between ATRA alone and ATRA combined with 5-
Aza in SK-N-BE(2) cells (Table 2). Overall, the results suggest
that combining ATRA with either epigenetic modulator can in-
crease treatment efficacy.

In order to evaluate a biochemical endpoint of the drug effects,
histone H3 acetylation was measured by ELISA in a single ex-
periment using a separated subset of cells treated for 24 h with
the same drugs and combinations used for the PDL assay. NaB

Table 2 Direct comparisons of population doubling between cells
treated with ATRA, NaB, and 5-Aza, alone or in combinations

Comparison Statistical significance
D0 D4 D8 D12 DIé

SH-SYS5Y cells
Control vs. NaB Ns * - e i
Control vs. 5-Aza Ns Ns #* i t
Control vs. ATRA Ns Nsg # t
Control vs. NaB + ATRA Ng #% i i
Control vs. 5-Aza + ATRA Ns Ns T T
NaB vs. 5-Aza Ns Ns Ns Ns Ns
NaB vs. ATRA Ns Ns Ns ERE R
NaB vs. NaB + ATRA Ns Nsg # t
NaB vs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Ns T T
5-Azavs. ATRA Ns Ns Ns Ns Ak
5-Azavs. NaB + ATRA Ns * ok T +
5-Azavs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Nsg  ** i
ATRA vs. NaB + ATRA Ns Ns Nsg * Rk
ATRA vs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Ns Ns £E
NaB + ATRAvs. 5-Aza+ ATRA Ns Ns Ns Ng Ns

SK-N-BE(2) cells
Control vs. NaB Ns Ns Ns Ns Ns
Control vs. 5-Aza Ns Ns Ns * *
Control vs. ATRA Ns Ns Ng  #kk
Control vs. NaB + ATRA Ng: % 5% T T
Control vs. 5-Aza + ATRA Ns * *% T T
NaB vs. 5-Aza Ns Ns Ns Ns Ns
NaB vs. ATRA Ns Ns Ns Ns Ns
NaB vs. NaB + ATRA Ns Ns * i t
NaB vs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Ng  #k% f
5-Azavs. ATRA Ns Ns Ns Ns Ns
5-Azavs. NaB + ATRA Ns Ns Ns xEE Rk
5-Azavs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Ns i ok
ATRA vs. NaB + ATRA Ns Ns Ns Ns *
ATRA vs. 5-Aza + ATRA Ns Ns Ns Ns Ns

NaB + ATRA vs. 5-Aza+ ATRA Ns Ns Ns Ns Ns

Cells were treated and tested for proliferation across 16 days as described
in the text and Fig. 1. Statistical analysis was performed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc tests

D day
*p < 0.05; #¥p < 0.01; #¥¥p < 0.001; p < 0.0001

alone induced increases of 68.04 and 34.17% in the levels of
acetylated H3 in SH-SY5Y and SK-N-BE(2) cells, respectively.
Notably, the increasing effect was pronouncedly higher when
NaB was given in combination with other agents. The levels of
acetylated H3, relative to controls taken as 100%, wete 265.16%
in SH-SY5Y cells and 155.37% in SK-N-BE(2) cells treated
with NaB plus 5-Aza and 355.65% in SH-SY5Y cells and
163.25% in SK-N-BE(2) cells exposed to NaB plus ATRA (data
not shown).

Overall, SH-SY5Y cells exposed to drug treatments during
24 h showed a significant increase in percentage of cells in the
GO/G1 phase and reduced population of cells with a DNA con-
tent >4N in comparison with controls. Cells treated for 30 h with
5-Aza alone or ATRA combined with 5-Aza showed a similar
accumulation in G0/G1 and reduced cell fraction in the G2/M
phase (Fig. 2a).

In SK-N-BE(2) cells, treatment with NaB alone or combined
with ATRA for 24 h resulted in an increase in the proportion of
cells in GO/G1 and a reduction in >4N cells. A lower >4N cell
population was also observed after treatment with ATRA plus 5-
Aza. After 30 h of drug exposure, cells treated with any drug
alone or in combination showed a reduction in >4N cells and an
accumulation of cells in the GO/G1, except in cells treated with
ATRA combined with NaB, in which there was an increase in the
percentage of cells in G2/M and reduced >4N cell fraction
(Fig. 2b).

RT-PCR Analysis of RAR mRNA Expression

Messenger RNA expression of all three types of RAR was de-
tected in control cells as well as in cells exposed to the different
drug treatments. There was an apparent increase in the levels of
RARP mRNA in cells treated with ATRA alone or combined
with NaB in both cell lines and a reduction in RAR3 mRNA in
SH-SY5Y cells after treatment with 5-Aza alone or combined
with ATRA (Fig. 3).

Reductions in c-Myc Content Induced by ATRA
and Epigenetic Drugs

The c-Myc and n-Mye proteins and ERK signaling are involved
in the oncogenesis and tumor aggressiveness in NB. We ana-
lyzed the protein content of these targets in the MYCN-amplified
SK-N-BE(2) cell line. All drugs tested alone or in combinations
tested led to a significant decrease in ¢-Myc content (Fig. 4a),
whereas the levels of n-Myc (Fig. 4b) and ERK (Fig. 4c) were
not significantly altered.

Drug-Induced Morphological Changes and Reductions
in Differentiation and Stemness Marker Levels

Cells treated with ATRA alone or combined with either epi-
genetic drug showed a pattern of morphological alteration

) Springer
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Fig. 2 Cell cycle dynamics in a
human a SH-SY5Y and b SK-N-
BE(2) NB cells treated with NaB, L0

5-Aza, and ATRA, alone or in

combinations, for 24 or 30 h, as 300
described in Materials and
Methods. Data are expressed as 80
mean = SEM percentage of cells
in each phase of the cell cycle; 60
N = 3 independent experiments;
#p < 0.05; ¥¥p < 0.01; 40
#¥¥p < 0.001; and
#Hikp < 0.0001 compared to 20
control cells
0 ah
b
120
100

—2th __0h  _2¢h ___20h 20 0h
S-aza

Control

toward more elongated cells, particularly more pronounced in
SH-SYSY cells. The presence of 3-3 tubulin, a marker that

a SH-SYSY
NaB1lmM - + - - + -
S-azalpyM - - - - +
ATRA 100 nM -

BRI IR - -
IS -
b SK-N-BE(2)
NaB 1 mM - + - - + -
5-aza 1 uM - - + - - +
ATRA 100 nM -

T -

[ [ [ [eeles EURES
Fig. 3 Expression of mRNA for RAR«, RAR, and RARY in human NB
cells treated with NaB, 5-Aza, and ATRA, alone or in combinations. a SH-
SYS5Y and b SK-N-BE(2) cells were exposed to treatments for 72 h before
analysis with RT-PCR as described in Materials and Methods section. An
analysis representative of three independent experiments is shown

) Springer
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28h 30h
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indicates both neural differentiation and tumor aggressive-
ness, was detected by immunofluorescence in the cytoplasm
in all cell groups (Fig. Sa, b).

Protein levels of the Polycomb group family transcription
repressor Bmil, a regulator of differentiation and stemness in
NB, were significantly reduced by NaB alone or combined with
ATRA in both cell lines, as well as by ATRA combined with 5-
Aza in SK-N-BE(2) cells (Fig. Sc, d). In this cell line, the same
treatments also reduced the levels of the neuronal differentiation
marker NeuN (Fig. 5d). Finally, in SH-SYSY cells, all drug
treatments reduced the levels of 3-3 tubulin (Fig. 5c).

Discussion

Modifications in the chromatin state and DNA methylation
mediate at least some of the effects of retinoids on NB cell
proliferation and differentiation [11, 28]. A possible mecha-
nism mediating DNA methylation changes induced by ATRA
is the downregulation of DNA methyltransferases along with
the upregulation of endogenous microRNAs [28]. Our study
provides a direct comparison between treatments with ATRA

64



Mol Neurobiol

a.,, 04 ¢4 o5

¢-Myc (57-65 kDa)

& & ,,;S“" ‘GY & &
& & §
& 3
N ~
4 g
& o

& S
S ~ $
O 3 g ~ ~ 5
C & < ,s? ,\Q? ,3?
v lv Iv.
N
& g
& o

W S s mme s | ERK (42-44%0a)

<& <&
& & & S@ & &
o
& & ¢
N S
a4
i &
Y o

Fig. 4 Protein content of c-Myc, n-Mye, and ERK in human NB cells
treated with NaB, 5-Aza, and ATRA, alone or in combinations. SK-N-
BE(2) cells were exposed to treatments for 72 h before Western blot assays
as described in Materials and Methods section. Results were quantified with
Imagel analysis. Bands representative of three independent experiments are
shown. Values shown above the bands represent the ratio of protein content in
each group related to control cells; **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared to
controls. LC loading control

combined with a DNA methyltransferase inhibitor and ATRA
combined with an HDACI on proliferation and molecular
changes in NB cells. Overall, both combinations were more
effective than single-drug treatments, either in MYCN-
amplified SK-N-BE(2) and non-amplified SH-SYSY [29]
cells. Drug treatments also induced arrest in the GO/G1 phase
of the cell cycle in most groups, and specific combinations
differentially reduced the expression of retinoid receptor sub-
types in the two cell lines. Interestingly, SK-N-BE(2) cells
showed virtually no expression of RAR under control con-
ditions. Given that the RAR[3 gene is located on chromosome
3p, the lack of RAR expression could be related to 3p

deletions, which have been associated with an aggressive tu-
mor phenotype in NB [30]. Consistently with previous studies
[31-33], higher RARZ mRNA levels were observed after
treatment with ATRA alone or combined with NaB. Another
noteworthy aspect of the results obtained with RT-PCR was
the reduction in RAR 3 mRNA expression after treatment with
5-Aza alone or combined with ATRA. Higher expression of
RARJ has been associated with good clinical outcome in NB
patients, as well as with increased NB cell response to reti-
noids [34], suggesting a possible role for enhanced RAR(
expression in the antiproliferative effects of ATRA. It is also
important to point out that epigenetic changes including meth-
ylation have been associated with downregulation of RAR3
in breast cancer [35].

Activation of c-Myc, encoded by ¢-MYC, another member
of the MYC family of genes, has been associated with the
progression of non-MYCN-amplified stage 4 NB. Different
NB subtypes show an inverse correlation of MYCN and c-
MYC expression, possibly related to a repression of MYCN
by c-Myc [36]. Similar to previous reports showing that
retinoid-induced differentiation and inhibition of proliferation
in NB cells is accompanied by a reduction in c-Myc levels [37,
38], we found that all drug treatments reduced c-Myc expres-
sion in the MYCN-amplified NB cell line. However, although
a decrease in n-Myc has been reported to precede retinoic
acid-induced cell cycle changes and differentiation in NB cells
[5], the levels of n-Myc and ERK were not altered.

BMI1 is a gene importantly involved in regulating the self-
renewal of neural stem cells as well as NB cells [39, 40]. The
Bmil protein is a member of the Polycomb group family of
transcription repressors, which limits gene expression through
chromatin modifications [41]. In NB, Bmil acts as an
oncoprotein that directly mediates n-Myc influences on cell
proliferation and differentiation: MYCN binds directly to the
Bmil promoter and upregulates Bmil transcription, which
leads to increased proliferation and colony formation and re-
duced differentiation in NB cells [29, 40, 42]. We found that
NaB alone or combined with ATRA in both cell lines, as well
as ATRA combined with 5-Aza in SK-N-BE(2) cells, reduced
Bmil expression, suggesting a possible mechanism for the
increased antiproliferative effect of ATRA when combined
with epigenetic agents.

Unexpectedly, the same treatments also reduced the levels of
neuronal markers (NeuN in SK-N-BE(2) cells and (3-3 tubulin in
SH-SYSY cells). Increased (3-3 tubulin has been associated with
aggressiveness, resistance to chemotherapy, and poor clinical
outcomes in solid tumors [43-46]. We have recently observed
that the antitumor effects of inhibiting Trk neurotrophin receptors
in Ewing sarcoma, a pediatric tumor of possible neuroectodermal
origin, are accompanied by a reduction in (3-3 tubulin expression
[47]. Therefore, the decrease in 3-3 tubulin observed in the pres-
ent study might be related to drug-induced phenotypic alterations
associated with reduced aggressiveness.
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SH-SYSY

| Bmi1 (40 kDa)

SK-N-BE(2)

Fig. 5 Morphology and content of differentiation markers in human NB
cells treated for 72 h with NaB, 5-Aza, and ATRA, alone or in
combinations. a, b Cell morphology obtained with bright-field microsco-
py (upper lane) and with immunofluorescent microscopy showing -3
tubulin (green), DAPI (blue), and overlay (bottom lane), in SH-SYSY and
SK-N-BE(2) cells, respectively (20%). ¢, d Western blot analysis of the

Cellular heterogeneity within NB tumors might contribute
to resistance to treatment. NB cells have been divided into
three phenotypes: N-type, or neuroblastic cells, exhibit neurit-
ic processes and express genes associated with neuronal dif-
ferentiation; S-type cells grow adherent to the substrate and
exhibit an epithelial cell-like morphology; and I-type cells
show intermediate morphological features and expression pat-
terns. I-type cells have a stem cell-like phenotype, are signif-
icantly more malignant in experimental models, and their
presence in tumors might be related to poor prognosis
[48-50]. SH-SYSY cells show features of N-type cells,
whereas different subclones presenting N, S, and [ phenotypes
have been derived from SK-N-BE(2) cells [49, 51]. The dif-
ferences we observed in drug-induced alterations in the ex-
pression of neural differentiation markers between cell lines
could be related to their distinct phenotypes before treatment.
However, combinations of ATRA with epigenetic drugs were
able to consistently reduce proliferation in both cell lines,
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protein content of Bmil, NeuN, and 3-3 tubulin in SH-SY5Y and SK-N-
BE(2) cells, respectively. Results were quantified with Imagel analysis.
Bands representative of three independent experiments are shown. Values
shown above the bands represent the ratio of protein content in each
group related to control cells; *p < 0.05, ¥*p < 0.01, and **¥p < 0.001
compared to controls

suggesting their potential effectiveness across diverse NB cell
subtypes.

A recent study [52] used an integrative approach to analyze
methylomes, transcriptomes, copy number variations, and
chromatin modifications in NB samples. The findings indicate
that DNA methylation patterns can identify subgroups of NB
patients which are strongly associated with clinical variables
and patient outcome. In addition, genome-wide expression
data showed an enrichment of hypermethylated and downreg-
ulated genes in NB cell lines treated with the DNA-
demethylating agent 5-aza-2"-deoxycytidine and the HDACi
trichostatin A (TSA), suggesting that treatments that combine
epigenetic drugs targeting DNA methylation and HDACs can
derepressed genetic programs silenced in NB.

In summary, our results provide early evidence that com-
bined treatments of ATRA with HDAC or DNA methyltrans-
ferase inhibitors may be more effective in reducing NB
growth than single-drug treatments, through mechanisms
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possibly involving differential changes in the expression of
retinoid receptors, and reductions in ¢-Myc¢, NeuN, (3-3 tubu-
lin, and Bmi1, in different NB cell populations. Further studies
are required to confirm and extend these findings in NB pri-
mary cultures and in vivo models.
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Capitulo Il

Resultados adicionais

A seguir sdo apresentados resultados adicionais do presente estudo que n&o foram

anexados no manuscrito.

Introducéao

As células de NB, quando submetidas aos tratamentos ap0s 30h, apresentaram
diferentes fases do ciclo celular, por essa razdo decidimos investigar a morfologia nuclear,
ja que alguns tratamentos reduziram a ploidia na populacdo celular. A analise de
morfometria nuclear (NMA) é uma técnica que fornece informacdes sobre as alteracbes
celulares baseadas na morfometria nuclear (Filippi-Chiela EC, 2012). Alteracdes da
morfologia nuclear e textura da cromatina sao classicamente descritas por patologistas
como critérios para a diferenciacao de tecidos e tumores (Misteli T, 2005; Metze K, 2013).

Além disso, o presente estudo investigou a acetilacéo de histonas H3 apos 24h de
tratamento, visto que NaB €& um inibidor das histonas desacetilases. A acetilagcdo €
controlada por duas familias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e as
histonas desacetilases (HDAC). O desequilibrio da acetilacdo e desacetilacdo das
histonas em regides promotoras contribui para a desregulacdo da expressao génica e tem
sido associado a carcinogénese e a progressao do cancer (Kouzarides T, 1999; Lehrmann
H, et al. 2002). Tanto histonas acetiltransferases (HAT) quanto histonas desacetilases
(HDAC) tém importante papel na regulacdo da expressao génica atraveés da modificacéo

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

Anélise Morfométrica Nuclear (NMA)

As células foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS 1X, lavou-se com PBS
1X, e a solucéo de coloracéo de nucleos (4 ', 6- diamidino - 2 - fenilindol, DAPI - em 1 ul /
ml de PBS e Triton X-100 a 0,1%) foi adicionada durante 30 minutos. As fotografias foram
obtidas utilizando microscoépio de fluorescéncia invertido, e as imagens foram analisadas
usando o programa Image Pro Plus 6.0 (IPP6-Media Cybernetics, EUA). Tamanho
nuclear, esfericidade do nucleo, aspecto do nucleo da razdo dos raios maior e menor da
elipse equivalente ao objeto, razdo entre o maior e menor raio do nucleo, razao entre a
area do nacleo e a area de sua caixa delimitadora inferida foram quantificados e
agrupados como indice de Irregularidade Nuclear (NIl). Os ntcleos foram classificados
como normais (N), nucleos grandes e regulares (LR), nucleos grandes e irregularres (LI),
ndcleos com tamanho normal e irregularres (1), nicleos pequenos (S), ndcleos pequenos
e regulares (SR) e nucleos pequenos e irregularres (Sl). Essa classificagdo possibilita
delimitar o estado do nucleo nas seguintes etapas: apoptose, senescéncia e
irregularidades nucleares como aquelas apresentadas por células em processo de

catastrofe mitética (Filippi-Chiela, et al. 2012).

Acetilacdo de histonas H3
As células foram tratadas com 1 mM de Nab; 5-Aza 1 uM; ATRA 100 mM; NAB 1
mM com 5-Aza 1 PM; NAB 1 mM com ATRA 100 nM. As células foram lisadas com uma

solucéo de lise tampéo, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (PathScan® acetilado
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Histona H3 Sandwich ELISA KIT, Cell Signaling, EUA). Apés, a placa foi lida por
determinacao espectrofotométrica.

Os dados de NMA e Western Blot sdo apresentados como média + erro padrdao da média
(SEM). A analise estatistica foi realizada por analise de uma via de variancia (ANOVA)
seguida do teste post-hoc de Tukey para comparacfes multiplas de pelo menos trés
experiéncias independentes para cada experimento. Os valores de P sob 0,05 foram
considerados significativos. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad

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

Resultados e Discussao

O NMA, em células SH-SY5Y, nos mostra que ocorre alteracdo da morfologia
nuclear. Observou-se um aumento de percentagem de nucleos irregulares apos
tratamento com ATRA 100 nM (Fig. 1a) em relacéo ao grupo de células controle, sugerindo
gue um numero mais elevado de células entrou catastrofe mitética ou outro dano nuclear.
Observou-se também, em SK-N-BE (2), que as células tiveram um aumento significativo
na area de nucleos normais no tratamento de ATRA 100 nM (Fig. 1b), indicando que estas
células, quando submetidas a ATRA, apresentam nlcleos maiores que outros
tratamentos, o que pode sugerir 0 inicio de um processo de senescéncia (Jung JK, et al.
2010). Senescéncia € um processo de parada irreversivel na proliferacdo que ocorre em
células expostas a situacOes de estresse, seja ele disparado por sinais enddégenos ou
induzido exogenamente (Kuilman T, et al. 2010). A senescéncia celular tem papel
importante no envelhecimento celular e na perda de funcdo tecidual nos organismos
eucariotos ao longo da vida. Além disso, a inducdo de senescéncia apds um estresse

celular evita a proliferacdo de células potencialmente tumorais, 0 que torna este
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mecanismo um dos principais supressores tumorais enddgenos (Michaloglou C, et al.
2005; Vargas J, et al. 2012). Inibidores de cinase dependentes de ciclina, tais como p16,
p21 e p27, sdo considerados como efetores de senescéncia celular (Bringold F, et al.
2000; Park SH, et al. 2011). Consistentemente, observou-se 0 aumento da
expressao de p21 (Fig. 1c e 1d) corroborando com a inducao de senescéncia celular pelo
ATRA, o qual regula positivamente, pelo menos, um dos inibidores de cinase, pl6, p21, e

p27 (Zhu X, et al. 2014).
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Figura 1. Analise morfométrica nuclear e expressao p21. a,b Apds 30 h de tratamento, os nlcleos
foram analisados de acordo com a area nuclear e o indice de irregularidade nuclear (N normal, LR
nucleos senescentes, LI nacleos grandes e irregularres, e | ndcleos irregularres), em células SH-
SY5Y e SK-N-BE (2). Média e desvio padrédo. N = 3 experimentos independentes; * P <0,05, em
comparacao com células controle. ¢, d expressao representativa de p21 realizada 72 horas apos
o tratamento em células SH-SY5Y e SK-N-BE (2), respectivamente. A proteina p21 teve aumento
de expressdo no tratamento com ATRA 100 nM em células de SK-N-BE (2).

Para abordar a especificidade do modulador epigenético, as células de NB foram
tratadas com NaB e foi realizado ensaio de imunoabsor¢cédo enzimética (ELISA) da histona
H3 acetilada.

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

apenas NaB 1 mM, NaB 1 mM com ATRA 100 nM e NaB 1 com 5-Aza 1 uM pareceram
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aumentar o nivel proteico da histona H3 acetilada (Fig. 2a e 2b), 0 que nos mostra o efeito
especifico de NaB.

Além disso, investigamos também o nivel da proteina histona H3 por Western Blot.
Apoés 72h de tratamento, as proteinas foram extraidas. O tratamento combinado NaB 1
mM com ATRA 100 nM reduziu significativamente o nivel da proteina histona H3 nas duas
linhagens celulares em relac&o grupo de controle (Fig. 2c e 2d). Tanto 5-Aza como ATRA
recrutam HATs (Marlétaz F, et al. 2006). Além disso, investigou-se a expressao de
MECP2, uma proteina que se liga a dinucleotideos CpG metilados e atua no silenciamento
génico, causando alteracdes na estrutura da cromatina por meio de interagcdes com co-
repressores, tais como histona desacetilases (Jones PL, et al. 1998). Os niveis de proteina
de MECP2 correlacionam com baixa expressédo em tratamentos NaB (Fig. 2c e 2d) porque
NaB é HDACI, e a funcdo de MECP2 é conectar-se a regides metiladas; quando isso
acontece, recruta HDAC, fazendo com que ocorra o silenciamento do gene (Pierce GB, et

al. 1971).
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Figura 2. Efeitos apds acetilagdo de histona H3. a, b grafico representativo da acetilacdo de
histona H3 em células SH-SY5Y e SK-N-BE(2), respectivamente. NaB 1 mM, NaB 1 mM com
ATRA 100 nM e NaB 1 mM com 5-Aza 1 uM parecem aumentar o nivel da proteina histona H3
acetilada em ambas as linhagens celulares. ¢, d Western blot mostra os niveis de histona H3 e
MeCP2; o tratamento de NaB diminuiu os niveis de expressdo das proteinas em tratamentos
combinados. Os valores mostrados acima das bandas representam a quantificacdo de proteinas
em comparacdo com células controle. Loading Control (LC) € o controle para a quantidade de
proteinas aplicada, como visto na membrana corada com azul de Coomassie. N = 3 experimentos
independentes; * P <0,05, ** P <0,01, *** p <0,001 em comparagdo com células controle.
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DISCUSSAO

Os avancos no campo da epigenética em cancer levaram a percepgao de que o
empacotamento do genoma € potencialmente tdo importante como o préprio genoma na
regulacdo de processos celulares essenciais necessarios para preservar a identidade e
também a origem da doenca. Uma compreensdo mais profunda dos padrdes dessas
modificacdes epigenéticas e suas mudancas correspondentes no cancer permitiram a
concepcao de melhores estratégias de tratamento (Sharma S, et al. 2010; Kanherkar RR,
et al. 2014).

Uma abordagem combinatéria utilizando diferentes terapias epigenéticas aproxima-
se da quimioterapia padrao apresentando uma significativa promessa para o sucesso do
tratamento do céancer no futuro. Essas abordagens podem também ajudar na
sensibilizacdo das células tumorais, especialmente as células-tronco tumorais, que séo
refratarias & quimioterapia padrdo. Uma maior compreensdo e o desenvolvimento de
drogas epigenéticas especificas podem ser a chave para a nossa capacidade de redefinir
com éxito o epigenoma do cancer. (Sharma S, et al. 2010; Futscher BW, 2013).

A natureza reversivel das modificacdes epigenéticas torna-se atraente para novos
alvos terapéuticos antitumorais. Atualmente, um espectro de drogas epigenéticas estdo
em ensaios clinicos, incluindo inibidores de histona desacetilase, inibidores de histona
desmetilase, inibidores de DNA metiltransferase e inibidores bromodominio (Kazanets A,
et al. 2016). Atualmente, o tratamento com drogas epigenéticas esta implementado em
ensaios clinicos de canceres infantis (tabela 2). Em estudos anteriores, o tratamento de
células de NB com SAHA, TSA, VPA mostrou reducdo na viabilidade e na proliferacdo

celular (He W, et al. 2016).
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Os efeitos colaterais dos HDACI sdo baixos quando comparados com gquimioterapia
citotoxica (Hainsworth JD, 2011). Infelizmente, a quimioterapia citotoxica deixa
sobreviventes em longo prazo com uma variedade de problemas de saude cronicos
(Geenen MM, et al. 2007; Oeffinger KC, et al. 2006): diminui o estado de saude, incluindo
limitacGes (Bhatia S, et al. 2007; Hudson MM, et al. 2003; Ness KK, et al. 2005; Ness KK,
et al. 2006), déficits de qualidade de vida e transtornos psicossociais (Schultz KA, et al.
2007; Speechley KN, et al. 2006; Zebrack BJ, et al. 2004; Zebrack BJ, et al. 2002),
excesso de risco de mortalidade precoce (Mertens AC, 2007) desenvolvimento musculo-

esquelética, maturacéo esquelética (Hudson MM, 2008).

Além disso, estudos pré-clinicos identificaram que o efeito antitumoral de HDACI
pode ser aumentado quando combinado com retinoide e proporcionam uma base racional
para a combinacdo destes dois compostos em estudos clinicos (Epping MT, et al. 2007;

Epping MT, et al. 2009).

Assim, o tratamento com retinoides € amplamente utilizado em diversos tumores
pediatricos. Em NB né&o é diferente: diversos estudos demonstraram efeitos sinérgicos
guando had a combinacdo de HDACI e retinoides, sendo necessaria para melhorar a

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

HDACI provocam alteracBes de acetilacdo no estado de cromatina e em outras
proteinas ndo-histonas, resultando em alteracBes na expressdo génica, inducdo de
apoptose, parada do ciclo celular, inibicdo da angiogénese e metastases (Ma X, et al.
2009; Rajendran P, et al. 2011). A hipermetilacdo do DNA tem sido frequentemente
relatada em NB, a inativacdo de genes podem desempenhar um papel na

guimiorresisténcia, como de genes supressores de tumores, incluindo INK4a pl16 (pl16) e
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o receptor de acido retinoico RARP, que sao silenciados por metilagado do DNA (Merlo A,
et al. 1995; Herman JG, et al. 1996; Cote S, et al. 1998); CASP8, um importante iniciador
de apoptose (Teitz T, et al. 2000); RASSF1A (Hoebeeck J, et al. 2009), um regulador de
parada de ciclo celular, parada da mitose e a apoptose (Donninger H, et al. 2007; Vos
MD, et al. 2000). Os DNMTI, tais como 5-Azacitidina e decitabina, tém sido utilizados com
sucesso para re-sensibilizar as células tumorais a drogas quimioterapéuticas (Chen G, et
al. 2009; Li M, et al. 2009; Mirza S, et al. 2010; Shang D, et al. 2009; Schnekenburger M,
et al. 2011). No estudo clinico de fase Il, chamado DECIDER, que esta em andamento,
pacientes com mais de 60 anos com leucemia mieloide aguda, randomizados, receberam
decitabina, acido valproéico (VPA-HDACI), decitabina com VPA, decitabina com ATRA e

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

No desenvolvimento desse trabalho, descobrimos que o tratamento combinado de
NaB com ATRA e 5-Aza com ATRA apresentou uma significativa reducao na proliferacéo
celular em longo prazo, sugerindo que a associacdo de moduladores epigenéticos e
moduladores retinoides em ambas as linhagens celulares de NB é eficiente. Além disso,
no tratamento com o agente Unico, ha uma reducao na proliferacdo celular nos primeiros
dias avaliados por CPD, porém eventualmente as células retomam o crescimento celular
ao longo dos dias. Esse resultado é de extrema importdncia e nos mostra uma
aproximagao aos tempos utilizados em ensaios clinicos, dado que até entdo ndo ha relatos
in vitro em NB. Isso nos mostra que, mesmo apos o tratamento de 72h, com a retirada dos

agentes, seus efeitos antiproliferativos perduram por mais tempo.

NB constitutivamente expressa RARa; RARB RARy e RXR, embora os niveis de
RARB sejam reduzidos em comparagdo com RARa e RARy (Li C, et al. 1994). O

tratamento com concentragdes nanomolares de retinoides é suficiente para aumentar a
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expressdao RARPB e induzir a extensao de neuritos (filamentos celulares); no entanto,
concentracfes micromolares sdo necessarias para inibir significativamente o crescimento
celular sob condi¢cbes de cultivo convencionais (Matsumoto K, et al. 1995). A expressao
de RARP é frequentemente reduzida em muitos tecidos neoplasicos quando comparados
com as células normais, incluindo o cancer de pulmao de células ndo pequenas,
carcinomas de células escamosas da cabeca e pescoco, cancer de mama e NB (Cheung
B, et al. 1996; Castillo, et al. 1997; Picard E, et al. 1999).

Os receptores nucleares do acido retinoico foram analisados por RT-PCR; apos 24
horas de tratamento, apenas o RARP parece ter uma expressao diferenciada em células
SK-N-BE(2). Essas células sao classificadas em subtipo 2A, que frequentemente
apresentam delegcao cromossémica 3p do receptor RARB. A presenca dessa delegao pode
desempenhar um papel crucial no fendtipo tumoral agressivo (Hoebeeck J, et al. 2007),
por isso a baixa expressdo em células controle de SK-N-BE (2). Nos tratamentos com
ATRA e a combinacdo de NaB com ATRA, houve aumento da expressdo, o que sugere
sua ativacdo como gene supressor tumoral, confirmando a reducado significativa de
proliferacéo celular no inicio do CPD. A alta expressao RARPB tem sido associada com
bom resultado clinico em NB, e estudos tém mostrado que o aumento da expressao desse
gene, através de transfeccdo, aumenta a capacidade de resposta em algumas linhagens
celulares de NB a acidos retinoicos (Cheung NK, et al. 1998). Além disso, avaliou-se a
expressao de algumas proteinas relacionadas a vias de proliferacdo celular, diferenciacéo
e indiferenciacdo. Em células tumorais, a sintese de proteinas esta fortemente elevada,
devido a ativacdo de oncogenes promover a expressao de proteinas mutantes e / ou a
expressdo de proteinas em excesso durante a tumorigénese e a progressao tumoral

(Chang I, et al. 2016; Hetz C, et al. 2013).
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MYCNEé a proteina mais descrita em células de NB, pertence a familia de genes
myc, c-myc, mycn e mycl, envolvidos também na biologia de muitos tipos de cancer. Eles
codificam proteinas com ziper de leucina — estrutura hélice-volta-hélice que € encontrada
como heterodimeros com sua proteina obrigatoria, MAX (Adhikary S, et al. 2005). O
heterodimero MYC-MAX liga-se a locais centrais de ligagdo consenso do DNA,
conduzindo a ativacao da transcricdo de genes alvo. O aumento de atividade dos fatores
de transcricdo MYC contribui para a proliferacdo celular, inibicdo da diferenciacéo,
crescimento celular, angiogénese, reducao da adesao celular, metastase e instabilidade
genbmica (Adhikary S, et al. 2005; Prochownik EV, et al. 2007). Em contraste, fatores de
transcricdo MYC, incluindo n-Myc, também sensibilizam as células para a apoptose, uma
funcdo que deve inibir a formacao de tumores e que poderia também estar envolvida na
regressao de tumores espontaneos (Fulda S, et al. 1999). Um subconjunto de NB com
copia unica MYCN (ndo amplificado) apresenta regressao espontanea tumoral,
caracteristica frequente em NB. Notavelmente, MYCNdesempenha um papel
fundamental em vias de sinalizacao celular envolvidas em proliferacao, tais como PI3K /
AKT / mTOR ou MAPK / ERK (Boon K, et al. 2001). Nas linhagens de NB utilizadas,
observamos uma reduzida expresséo proteica de n-Myc; em tratamentos combinados,
ndo foi significativa, mas parece sugerir que esta baixa expressdo reitera o efeito
antiproliferativo visto em ensaios de proliferacéo celular.

Nessa mesma familia de proteinas, c-Myc, um proto-oncogene que codifica um
fator de transcricdo, desempenha um papel crucial em diversos processos bioldgicos,
tais como proliferacao celular, crescimento celular, apoptose, metabolismo, aderéncia,
sintese de proteinas, replicacdo do DNA e a angiogénese (Dang CV, et al. 2006; Oster

SK, et al. 2002; Secombe J, et al. 2004). Aqui, n0s mostramos uma reducdao significativa
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na expressdo em todos os tratamentos em células SK-N-BE(2). E consistente com
evidéncias anteriores que mostram que a diferenciacao induzida por retinoide e inibicao
da proliferacdo em células NB € acompanhada por uma reducdo nos niveis de c-Myc
(Hammerling U, et al. 1987; Stio M, et al. 2001). Notavelmente constatamos esses dados
nas alteracoes morfologicas celulares e na analise de CPD.

ERK, participa da via de sinalizacdo que pode ser ativada por mitbgenos e citocinas
para estimular a proliferacdo celular (Fulda S, 2009). Ativacdes aberrantes das vias PI3K
e ERK sao observadas em varios tipos de cancer, e, portanto, eles sédo alvos importantes
para a terapia antitumoral (Holzel, et al. 2010; Caino MC, et al. 2009). Estudos relatam
gue PI3K/AKT e ERK regulam a diferenciacdo celular induzida por acido retinoico em
células de NB (Qiao J, et al. 2012). Os dados encontrados nos mostram baixa expressao
de MYCN e ERK em tratamentos combinados e com o agente Unico NaB; embora nao
significativa, parecem corroborar com relatos anteriores em que a diminuicdo de
MYCNprecede as alteracBes de ciclo celular e a diferenciacdo induzidas por acido
retinoico em NB (Thiele CJ, et al. 1985).

A modulacédo do ciclo celular também contribui para a resisténcia a quimioterapia.
As cinases dependentes de ciclina (CDKs), as controladoras do ciclo celular, sédo alvos
terapéuticos. Ao longo dos ultimos, anos novas terapias tém como base inibir as CDKs. A
expressdo de CDKs muitas vezes € alterada em tumores e/ou sua inibicdo pode induzir
apoptose (Dickson MA, et al. 2009). Por isso, observamos que o ciclo celular apresenta
um acumulo maior da populacdo de células nas fases GO / G1 em grupos tratados,
sugerindo efeito antiproliferativo.

Reduzir perfil de indiferenciacdo do tumor pode ser uma alternativa de reducéo da

malignidade. Na maioria dos casos, um unico gene marcador ndo pode ser usado para a
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diferenciacdo (Frumm SM, et al. 2013). Uma variedade de agentes, incluindo retinoides,
inibidores da histona desacetilase (HDACI), agonistas de PPARY e outros, atualmente em
uso para uma variedade de doencas malignas, conforme tem se mostrado, induzemi a
diferenciacdo em tumores sdlidos, incluindo NB (Katsetos CD, et al. 2003). Diferenciagao
celular inclui também modificacdo morfologica(ref); nesse caso, observamos a formacéo
de neuritos, vistos mais proeminente em células SH-SY5Y (tipo N), nos tratamentos
ATRA, NaB com ATRA e 5aza com ATRA. Uma diversidade de proteinas é usada como
marcadores para neurdnios maduros, como exemplo -1l tubulina, proteina neurdnio-
especifica usada como marcador de diferenciacdo, antiproliferacdo, agressividade,
resisténcia a quimioterapia e resultados clinicos desfavoraveis em tumores soélidos (Ochiai
H, et al. 2010; Katsetos CD, et al. 2003; Hetland TE, et al. 2011; Lebok P, et al. 2016). Em
células SK-N-BE(2) apresentaram uma reducao do conteudo de outro marcador neuronal,
NeuN, particularmente expresso em neurénios maduros (Mullen RJ, et al. 1992; Graser S,
et al. 2015). As diferencas nas alteracfes induzidas pelas drogas na expressdo de
marcadores de diferenciacdo de células neuronais entre as linhagens celulares pode estar
relacionada com seus fenoétipos diferentes antes do tratamento.

Investigamos também a expressdo da proteina Bmil, um membro do grupo
proteinas polycomb (PcG). As proteinas PcG formam complexos multiproteicos atuando
como repressores transcricionais (Nowak K, et al. 2006) e sédo reguladores evolutivamente
conservados epigeneticamente (Schwartz YB, et al. 2007; Simon JA, et al. 2009;
Sparmann A, et al. 2006). Estas proteinas também regulam a proliferacdo e diferenciacéo
celular por meio do silenciamento epigenético de importantes genes reguladores de
crescimento (Sparmann A, et al. 2006; Martinez AM, et al. 2006). Ha cada vez mais

evidéncias de que um desbalanco na expressdo dessas proteinas PcG contribui para o
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desenvolvimento tumoral. A expressao aberrante de proteinas PcG, em particular Bmil,

esta associada a varias malignidades humanas.

Entre os fatores conhecidos que regulam a expressao de Bmil, estdo E2F e c-Myc
(Guney, et al. 2006; Jiang G, et al. 2007). Em NB, MYCNliga-se diretamente ao promotor
Bmil e induz sua transcricdo. A expressdo de Bmil em células de NB resulta na
upregulation de vias de proliferacdo celular e de formacéo de colonias (Ochiai H, et al.
2010). Por estar envolvido em epigenética, avaliamos o papel dos HDACIi na expressao
de Bmil. Em linhagens celulares de cancer de mama, o tratamento com NaB reduziu a
expressao génica de Bmil (Bommi PV, et al. 2010). Diante disso, observamos a reducéao
da expressao proteica de Bmil apés os tratamentos com NaB, NaB combinado com ATRA
e 5-Aza com ATRA em ambas linhagens celulares de NB. Esse resultado nos mostra um
efeito antiproliferativo muito mais acentuado em tratamentos combinados dos
moduladores epigenéticos e ATRA.

Sendo assim, este trabalho mostra que, apés tratamento prolongado, a associacao
de moduladores epigenéticos e de diferenciacdo permite investigar vias antiproliferativas

importantes que devem ser exploradas para ajudar a resisténcia terapéutica.

Apesar dos avancos no diagndéstico, NB ainda permanece um tumor com grande
variabilidade clinica, sendo responsavel por um alto indice de mortalidade dentre os
canceres infantis. Diferentes tratamentos séo realizados para melhorar a sobrevida dos
pacientes, e a epigenética vem se tornando aliada para o combate de NB, apresentando
bons resultados. E importante salientar que a melhoria dos tratamentos deve estar

associada com menos efeitos colaterais ao paciente durante e ap0s os tratamentos.
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Tabela 2. Os ensaios clinicos com drogas epigenéticas em tumores sélidos. A marca de drogas e epigenética alvo juntamente com a fase clinica
e resultado do julgamento séo fornecidos. CR = Resposta completa; PR = resposta parcial; DP = doenca estavel. Adaptado: Ramachandran S

(2015).
Droga Alvo da Ensaios Terapia Cancer Resultado Referéncia
droga clinicos combinada
Vorinostat Fase Il Monoterapia Mama recidiva ou refratario, colorretal, Toxicidades observadas, incluindo Vansteenkiste J, 2008;
cancer de pulmao de células ndo pequenas, grau 3. Nenhuma resposta Luu TH, 2008;
HDAC cancer de mama metastatico, cancer de ovario observada. Modesitt SC, 2008;
refratario-platina ou carcinoma peritoneal Blumenschein, GR, 2008
primario.
Fasell  Carboplatinae cancer de pulmao de células ndo pequenas Resposta confirmada de 34 % Ramalingam SS, 2010
paclitaxel estagio avangado versus 12,5 % com placebo
(p=0,02)
Romidepsina Fase ll Monoterapia Cancer metastatico renal 1 CR e 1PRem 29 pacientes Stadler WW, 2006
HDAC I /1l avaliados, taxa de resposta global
7%
Fase ll Monoterapia Cancer de pulmao, cancer colorretal, cancer Sem resposta objetiva ou resposta Schrump DS, 2008;
prostata apds remocdo, cancer de pulméao de minima observada Whitehead RP, 2009;
pequenas células Molife LR, 2010;
Otterson GA, 2010
Belinostat Fase ll Tumores sélidos Ensaios de monoterapia sem Molife LR, 2011
muito sucesso, mas em
HDAC combinagdo com a quimioterapia
(paclitaxel e carboplatina) mostrou
beneficios
Fase Il Carcinoma do timo Sem resposta objetiva Giaccone G, 2011
Panobinostat HDAC Fase Il Carcinoma renal refratario Sem resposta objetiva Hainsworth JD, 2011
Fase Il Bortezomib Cancer pancreatico avancado Sem resposta objetiva Wang H, 2012
Entinostat Fase Il Melanoma metastatico Sem resposta objetiva Hauschild A, 2008
HDAC I/ 11l Fase ll Erlotinib Cancer de pulmao de células ndo pequenas Sem resposta objetiva Witta SE, 2012

avancado
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Fase

1/n

5-Azacitidina

Cancer de pulmao de células ndo pequenas
metastatico

1CRe1PR,4de 19 pacientes
tiveram resposta objetiva para
tratamentos futuros

Juergens RA, 2011

Acido
valproico

Fase Il
HDAC 1/ lla

Hidralazina e
quimioterapia

Carcinomas

4 PR e 8 SD de 15 pacientes
avaliados

Candelaria M, 2007

Fase Il

Hidralazina e
cisplatina-
topotecano

Cancer cervical avancado

Melhor resposta objetiva
observada com a combinacdo
terapéutica

Coronel J, 2011

5-Azacitidina

Fase |
DNMT

Erlotinib

Tumores sélidos

Recomendado programa de dose
para fase Il

Bauman J, 2012

Fase
Ilb-Ila

Monoterapia

Epitélio do ovario

1CR,3PRe10SDem29
pacientes avaliados

Fus, 2011

Decitabina

Fase |
DNMT

Carboplatina

Tumores sélidos

Recomendado programa de dose
para fase Il

Appleton K, 2007

Fase Il

Cisplatina

carcinoma de células escamosas cervicais

38,1 % PR; 23, 8 % SD;
significativas toxicidades
observadas incluindo grau lll e IV
de neutropenia

Pohlmann, P, 2002
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CONCLUSOES

Os tratamentos combinados de NaB e ATRA, 5-Aza e ATRA apresentam
efeito antiproliferativo significativo em relagdo a tratamentos com agentes
anicos.

Todos os tratamentos induzem alteracdo do ciclo celular. Em células SH-
SY5Y, as alteracdes sdo encontradas ap0s tratamento de 24h, e, em células
SK-N-BE(2), sdo encontradas apés 30h de tratamento.

O receptor de acido retinoico (RARpB) apresenta diferente expressao frente
aos tratamentos apos 24h.

A atividade da histona acetilada H3 & maior em tratamentos combinados com
NaB (dados mostrados em anexo).

A expressao proteica de c-Myc é significativamente reduzida apés 72h em
todos os tratamentos.

A expressao de Bmil é reduzida significativamente nos tratamentos de NaB
e NaB combinado com ATRA, importante marcador de autorrenovacgao e
diferenciacéo.

Os tratamentos combinados induzem altera¢cdes morfologicas nas duas
linhagens celulares com extensao de neuritos, marcados por $3-tubulina no
citoplasma.

Células SK-N-BE(2) e SH-SY5Y apresentam diferentes fendtipos, o que
pode explicar as variacdes nos resultados na analise de marcadores de

diferenciacao e indiferenciacao.
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O tratamento 5-Aza combinado com ATRA parece modular diferentes vias
relacionadas com a diferenciagéo e indiferenciagao celular, podendo ser um
alvo promissor.

Os tratamentos com ATRA na analise de NMA nos mostram uma tendéncia
inicial ao estado de senescéncia em células SK-N-BE(2), assim, em células
SH-SY5Y, apresentam uma tendéncia inicial a eventos de catastrofe mitética
ou outro dano nuclear sujeitos ao mesmo tratamento (dados mostrados em

anexo).
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PERSPECTIVAS

Avaliacdo da proliferacéo celular dos tratamentos de NaB, 5-Aza e ATRA e
suas combinacfes na proliferacdo celular em células de NB humano de
cultivo primario;

Avaliacdo de efeito crénico de NaB, 5-Aza e ATRA e suas combinacdes em
ensaios de sobrevivéncia celular, como 0 ensaio clonogénico;

Avaliacao de proliferagao celular, in vivo, dos tratamentos com NaB, 5-Aza
e ATRA e suas combinacdes;

Concluséo das anélises de atividade de histona H3 acetilada, atraves de
ensaio ELISA em ambas as linhagens celulares;

Avalicao de atividade de outras classes de HDACS, através de ensaio ELISA
em ambas as linhagens celulares;

Avaliacdo da expressao dos receptores de acido retinoico, RAR e RXR
através de PCR em tempo real e / ou microscopia confocal;

Avaliacdo da expressdo proteica de marcadores de diferenciacdo e
indiferenciacao nos tratamentos de NaB, 5-Aza e ATRA e suas combinacoes
no 16° dia (final do CPD) por microscopia confocal de fluorescéncia.
Avaliacdo de amostras de pacientes quanto a expressao proteica de
marcadores de diferenciagdo e indiferenciacéo, a fim de correlacionar os

dados com prognastico e recidiva do tumor.
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Vinculo: Bolsista CNPQ , Enquadramento funcional: iniciacdo
cientifica , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
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2. Colégio Anchieta - RS - ANCHIETA

Vinculo institucional

2009 - Atual Vinculo: Celetista formal , Enquadramento funcional: Professora
Ciéncias e Biologia , Carga horéaria: 38, Regime: Parcial

3. Instituto Educacional Definitivo - DEFINITIVO

Vinculo institucional

2008 - 2010 Vinculo: Professor , Enquadramento funcional: Professora Ensino
Técnico , Carga horéaria: 8, Regime: Parcial
Outras informagées:

Disciplinas ministradas Microbiologia e Patologia |

4, Faculdade Dom Bosco Porto Alegre - FDBPA

Vinculo institucional

2005 - 2007 Vinculo: Estagiaria laboratérios , Enquadramento funcional:
estagiaria colégio e faculdade Dom Bosco , Carga horaria: 20,
Regime: Parcial

5. Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul - PUCRS

Vinculo institucional

2004 - 2005 Vinculo: Outro(estagiaria) , Enquadramento funcional: aluna
iniciacao cientifica , Carga horéria: 8, Regime: Parcial

Atividades

07/2004 - 07/2005 Estagio, Faculdade de Biociéncias, Departamento de Biologia
Estagio:
Estagiaria em Laboratério de Entomologia

Prémios e titulos

2008 Troféu Sdo Marcelino Champagnat, PUCRS

Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. ALMEIDA, Viviane Roésner de; VIEIRA, |. A.; BUENDIA, M.; BRUNETTO, A. T;
GREGIANIN, L.; BRUNETTO, A. L.; KLAMT, F.; Farias, C. B; ABUJAMRA, A. L.; LOPEZ, Patricia.
L. C.; Rafael Roesler

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

Neuroblastoma Cells. Molecular Neurobiology. , v.53, p.1 -, 2016.
Referéncias adicionais : Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital

2. ALMEIDA, Viviane Rosner de; BRUNETTO, A. L.; Gilberto; Rafael Roesler; ABUJAMRA, A. L.
De-mystifying the Epigenetic Free for All: Pharmacophore Modeling for Epigenetic Cancer Therapy.
Pharmaceutica Analytica Acta. , v.02, p.1 - 5, 2011.

Referéncias adicionais : Inglés. Meio de divulgacao: Meio digital

119



3. Goulart, B.K.; de Lima, M. N. M; Farias, C. B; Reolon,G. K; ALMEIDA, Viviane Résner de; Joao;
Kapczinski, F.; Nadja; Rafael Roesler
Ketamine impairs recognition memory consolidation and prevents learning-induced increase in

hippocampal brain-derived neurotrophic factor levels.. Neuroscience. , v.167, p.969 - 973, 2010.
Referéncias adicionais : Inglés. Meio de divulgacéo: Meio digital

4. ABUJAMRA, A. L.; ALMEIDA, Viviane Rdsner de; BRUNETTO, A. L.; Gilberto; Rafael Roesler
A gastrin-releasing peptide receptor antagonist stimulates Neuro2a neuroblastoma cell growth:

prevention by a histone deacetylase inhibitor. Cell Biology International. , v.33, p.899 - 903, 2009.
Referéncias adicionais : Inglés. Meio de divulgagao: Meio digital

5. Rafael Roesler; Tatiana Luft; Silvia; Caroline; ALMEIDA, Viviane Rdsner de; Jodo; Nadja; Ivan;
Gilberto
Molecular mechanisms mediating gastrin-releasing peptide receptor modulation of memory

consolidation in the hippocampus.. Neuropharmacology. , v.51, p.350 - 357, 2006.
Referéncias adicionais : Portugués. Meio de divulgacéo: Varios

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. ALMEIDA, Viviane Rdsner de; Goulart, B.K.; de Lima, M. N. M; Reolon,G. K; Farias, C. B; Stertz,
L; Fries, G.R; Kapczinski, F.; Nadja; Rafael Roesler

Administracdo sistémica de cetamina prejudica a consolidacdo da memoria de reconhecimento e
reduz os niveis de BDNF no hipocampo de ratos. In: 4° Congresso Brasileiro de Cérebro,
Comportamento e Emocdes,3° Simposio Brasileiro de Doencas Neurodegenerativas, Férum de
Discussdo em Psicofarmacologia, 2° Encontro de Neuropsiquiatria Geriatrica, 2° Congresso Sul
Brasileiro de Sono, 2008, Bento Gongalves.

4° CBCCE. , 2008.
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Impresso

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. ALMEIDA, Viviane Résner de; CORSEUIL, E.
Espécies de Notodontidae(Lepidoptera, Noctuoidea) ocorrentes no RS In: | Encontro sobre
Lepidoptera Neotropicais, 2005, Campinas.

| ELEN. , 2005.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgag&o: Impresso

Producdo técnica
Trabalhos técnicos

1. ALMEIDA, Viviane Résner de
Estagio revisao de conhecimentos na disciplina Histologia Médica | - UFRGS, 2005

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

2. ALMEIDA, Viviane Rosner de
Monitoria na disciplina de Instrumentacéo a Biologia, 2005

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

3. ALMEIDA, Viviane Rdsner de
Monitoria na disciplina de Morfologia Humana, 2005

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

Educacéo e Popularizagdo de C&T
Participacdo em eventos, congressos, exposic¢des, feiras e olimpiadas
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1. Apresentacao de Poster / Painel no(a) 352 Semana Cientifica do HCPA, 2015. (Outra)
Aassociacao de 4cido retindico e moduladores epigenéticos em células de neuroblastoma.

Eventos
Participacdo em eventos

1. Apresentacédo de Poster / Painel no(a) 352 Semana Cientifica do HCPA, 2015. (Outra)
Aassociacao de 4cido retindico e moduladores epigenéticos em células de neuroblastoma.

2. A curadoria como estratégia de trabalho do professor autor, 2015. (Seminario)

3. GE Day, 2015. (Encontro)

4. Fronteiras do Conhecimento em Oncologia, 2014. (Encontro)

5. The Best of Asco, 2014. (Simpdésio)

6. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XVII Congresso da Sociedade Brasileira Biologia
Celular, 2014. (Congresso)

EFFECTS OF RETINOIC ACID, CHEMOTHERAPICS AND EPIGENETIC MODULATORS IN
NEUROBLASTOMA CELLS.

7. Design Thinking para Educadores, 2013. (Outra)

8. 1 Encontro sobre Exceléncia Médica, 2012. (Encontro)
Membro da Comisséo organizadora.

9. The Best of Asco, 2012. (Simpdésio)

10. 11° Congresso do Ensino Privado Gaucho, 2011. (Congresso)

11. Apresentacao de Poster / Painel no(a) VI Congresso Franco-Brasileiro de Oncologia, 2010.
(Congresso)

O canabidiol reduz a viabilidade celular em linhagem de neuroblastoma.

12. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XIl Congresso Brasileiro de Oncologia Pediatrica,
2010. (Congresso)

O canabidiol reduz a viabilidade celular em linhagem de neuroblastoma.

13. Simpésio sobre Terapias Inovadoras, 2009. (Simpdsio)

14. The Best of ASCO 2009, 2009. (Congresso)

15. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) 28° Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, 2008. (Encontro)

O inibidor de desacetilase de histona, butirato de sédio, previne o efeito estimulador do bloqueio de
GRPR sobre a proliferacao de células de neuroblastoma.

16. Il Seminario de Administracdo Hospitalar, 2008. (Seminario)

17. The Best of ASCO 2008, 2008. (Encontro)

18. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XI Congresso Brasileiro de Oncologia Pediétrica,
2008. (Congresso)
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O inibidor de desacetilase de histona, butirato de sddio, previne o efeito proliferativo do antagonista
do GRP-R em células de neuroblastoma.

19. ASCO - Congresso da Sociedade Americana de Oncologia Clinica, 2007. (Congresso)
20. Neuroprotecao e Produtos Naturais, 2007. (Simpésio)

21. 1l Semana Académica Interdisciplinar-" De olho no mundo da Ciéncia", 2006. (Encontro)
22. Jornada Internacional de doencas cérebro-vasculares, 2006. (Outra)

23. Apresentacéo Oral no(a) XVIII Saldo de Iniciagdo Cientifica UFRGS, 2006. (Outra)
Bombesina previne prejuizo da meméria em ratos tratados com a proteina beta-amil6ide(25-35).

24. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) | Encontro sobre Lepidoptera Neotropicais, 2005.
(Encontro)
Espécies de Notodontidae(Lepidoptera, Noctuoidea) ocorrentes no RS.

25. | Semana Académica Interdisciplinar- Faculd. Biociéncias, Farmacia e Quimica, 2005.
(Encontro)

26. XIX Congresso Brasileiro de Parasitologia, 2005. (Congresso)

27." Ciclo de Palestras sobre Transgénicos", 2004. (Outra)
Curso de Extenséao.

28. Aula inaugural " Entendendo a Profissao"”, 2004. (Outra)
Aula inaugural .

29. Il Congresso Brasileiro de Agrobiodiversidade, V Seminario Internacional sobre
Agroecologia e VI Seminario Estadual sobre Agroecologia, 2004. (Congresso)

30. lll Semana Académica de Biologia, 2004. (Outra)
Semana Académica de Biologia.

31. Projeto Nova- Biologia, 2004. (Seminario)
Ciclo de Seminérios PET/BIOLOGIA/PUCRS.

Organizacdo de evento

1. CARLINI, C. R. R. S.; GUERRA, A. S; SOUZA, A. F. D.; RITT, A. B. B; TICHOTA, D.M.; LOPES,
F.C.; KIPPER, F. C.; GIESEL, G. M.; DEBARBA, J. A.; POL FACHIN, L.; COSTA, L. L.; LEDUR, P.
F.; MEIRA, S. M. M.; GONCHOROSKI, T.; BROLL, V.; ALMEIDA, Viviane Résner de

VII Curso de Férias PPGBCM - Alimentos, 2012. (Outro, Organizagéo de evento)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

Bancas

Participacdo em banca de trabalhos de concluséo

Graduacéo

1. GREGIANIN, L.; ALMEIDA, Viviane Rdsner de

Participagdo em banca de Matheus Loureiro da Silva Cruz. Avaliacdo da expressao de Toll-like

receptors nas leucemias pediatricas, 2015

(Biomedicina) Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.
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Participacdo em banca de comiss@es julgadoras
Outra

1. 162 Mostra de Pesquisa, Ensino e Extenséo, 2015

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul

Areas do conhecimento : Biotecnologia

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

Participacéo como avaliadora de trabalhos apresentados na modalidade oral pelos cursos técnicos e superior.

Totais de producao

Producéo bibliogréfica

Artigos completos publicados em periédico
Trabalhos publicados em anais de eventos
Apresentacdes de trabalhos (Congresso).........

Apresentacdes de trabalhos (OUtra).............ccceevvieiiiiiiie e

Producgéo técnica
Trabalhos tECNICOS (OULIA).....cccuvieirieiiieiiieesreesiee e seveesereesvee s

Eventos

Participagfes em eventos (CONGreSS0)......uuueuirrreeriierreeriieeeesiieeeesnieeeeenns
ParticipagGes em eventos (seminario)
ParticipagBes em eventos (simpdsio)......

ParticipacBes em eventos (encontro).........

ParticipagBes em eventos (outra)...............

Organizagdo de evento (OULIO).........ceevieerieieiiie e

Participagdo em banca de trabalhos de conclus&o (graduagao)..........cccoceeerveerneenns
Participagdo em banca de comissdes julgadoras (OUtra)..........ccceeeevrvveeeriieenennns

Outras informacdes relevantes

w PO A

PR P NoODWO

1 Primeiro lugar de coeficiente de Rendimento entre os 10 formados do periodo de 2008/I
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