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RESUMO

O sarcoma de Ewing (SE) € um tumor pediatrico, o0 segundo sarcoma 0Sse0 mais
comum em criancas e adolescentes. O tratamento do SE, na maioria das vezes, é a
realizacdo de quimioterapia sistémica associada a cirurgia ou radioterapia, porém o0s
tratamentos atuais tem se mostrado ineficientes, sendo necessaria a busca por novas
terapias e melhor entendimento a nivel molecular do tumor. Deste modo, estudos
recentes tém avaliado a presenca de receptores de tropomiosina quinase (Trks) em
diversos tumores e foi visto que pacientes com SE possuem 0s receptores de
neurotrofinas TrkA, TrkB e TrkC. Os Trks sé&o estudados como reguladores chave de
todos os aspectos da neoplasia, incluindo proliferacdo, invasdo, angiogénese
e metastase, assim como o receptor do fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF1R) que tem sido amplamente estudado em SE como alvo terapéutico.
Estudos in vitro do nosso grupo de pesquisa avaliaram que neurotrofinas e seus
receptores sdo expressos em SE e a inibicdo dos receptores através do tratamento
com K252a diminuiu a proliferacdo celular. . O presente estudo avaliou o papel da
inibicAo combinada de antagonistas de TrKs e IGF-1R in vitro, bem como a
padronizacdo de um modelo in vivo de SE. A avaliacao in vivo foi realizada a partir da
indug&o tumoral de linhagem celular de SE e o tratamento foi avaliado a partir do
volume tumoral e andlise histolégica com a técnica de imunohistoquimica; in vitro o
indice de combinacédo entre as drogas foi analisado através do método de ZIP (Zero
Interaction Potency) e a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real de
transcricdo reversa foi realizada para verificar os niveis de RNA mensageiro. In vivo o
tratamento demonstrou eficdcia na reducdo da massa tumoral, semelhante aos
resultados previamente encontrados in vitro e o tratamento combinado demonstrou
maior potencial do que os tratamentos separados, apresentando sinergia e em
concordancia com diversos estudos pré-clinicos e clinicos com SE que concluem que

tratamentos com mais de um agente séo, de fato, mais promissores e eficazes.

Palavras-chaves: sarcoma de Ewing, receptores de tropomiosina quinase, receptor do

fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1.



ABSTRACT

Ewing's sarcoma (ES) is a pediatric tumor, the second most common bone sarcoma
in children and adolescents. The treatment of ES, in most cases, is systemic
chemotherapy associated with surgery or radiotherapy, but current treatments have
been shown to be inefficient, requiring the search for new therapies and a better
understanding of the tumor molecular level. Thus, recent studies have evaluated the
presence of tropomyosin kinase receptors (Trks) in several tumors and it has been
seen that patients with ES have the neurotrophin receptors TrkA, TrkB and TrkC. Trks
are studied as key regulators of all aspects of neoplasia, including proliferation,
invasion, angiogenesis and metastasis, as well as the insulin-like growth factor
receptor type 1 (IGF1R) which has been extensively studied in ES as a therapeutic
target. In vitro studies by our research group evaluated that neurotrophins and their
receptors are expressed in ES and the inhibition of receptors through K252a treatment
decreased cell proliferation. The present study evaluated the role of combined
inhibition of TrKs and IGF-1R antagonists in vitro, as well as the standardization of an
in vivo model of ES. The in vivo evaluation was performed from the tumor induction of
the ES cell line and the treatment was evaluated from the tumor volume and
histological analysis with the immunohistochemistry technique; in vitro the combination
index between the drugs was analyzed using the ZIP method (Zero Interaction
Potency) and the real-time reverse transcription polymerase chain reaction technique
was performed to verify the levels of messenger RNA. In vivo, the treatment
demonstrated efficacy in reducing tumor mass, similar to the results previously found
in vitro and the combined treatment showed greater potential than the separate
treatments, showing synergy and in agreement with several pre-clinical and clinical
studies with ES that conclude that treatments with more than one agent are, in fact,

more promising and effective.

Key-words: Ewing's sarcoma, tropomyosin kinase receptors, insulin-like growth factor

receptor type 1.



“A tarefa ndo € tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda
pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer Infantojuvenil

O céancer é uma das principais causas de morte em adultos e, embora o cancer
pediatrico seja uma doenca relativamente rara, em criancas e adolescentes entre 1 e

19 anos, atualmente, é considerada a principal causa de morte (INCA, 2022).

A teoria de que o cancer é ocasionado pelo acimulo de mutac¢des ao longo da
vida é bem estabelecida (SIEGEL et al., 2022); porém, acredita-se que a maior parte
das mutacfes que resultam o cancer surjam durante a ontogénese (DEGREGORI,
2013), no entanto, o cancer pediatrico de origem congénita representa de 1 a 2% dos
casos (MONJE, 2018) e de origem hereditaria de 5 a 10%, sendo a desregulacéo de
proteinas a mais provavel causa do cancer pediatrico. Portanto, identificar as vias e
seus mecanismos de desregulacdo € um ponto importante como foco para o

desenvolvimento de novas terapias (KATTNER et al., 2019).

Embora a taxa de cura para o cancer infantojuvenil seja alta (INCA, 2022), a
guantidade de terapias aprovadas sdo substancialmente menores em comparagao
com adultos, pois existem consideracdes quanto aos efeitos colaterais e
especificacdes do tratamento que divergem (BARONE et al., 2019). A longo prazo
existem consequéncias advindas dos tratamentos utilizados, como a quimioterapia
gue em sua grande maioria causa danos ao acido desoxirribonucleico ou a
radioterapia que aumenta significativamente o risco de malignidades no futuro
(DERBAL, 2017).

Além da taxa de cura, uma das maiores e mais urgentes preocupacdes € a
morbidade desses pacientes, pois ao chegarem a fase adulta, muitas vezes
desenvolvem malignidades secundarias, sendo um dos grandes desafios em relacéo
a terapia anticancer para pacientes pediatricos (CHOI; HELENOWSKI; HIJIYA, 2014).
Dessa forma, compreender o comportamento do tumor e seus mecanismos em
relacdo aos tratamentos € de suma importancia para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas que reduzam danos futuros.



1.2 Sarcoma de Ewing

O sarcoma de Ewing (SE) foi descrito pela primeira vez em 1921 por James
Ewing, que classificou como um sarcoma 6sseo de células redondas, citoplasma
hipercromatico e nacleo pequeno com bordas bem definidas (JAMES EWING, 1921).
O SE é um tumor pedidtrico e agressivo, caracterizado pela translocacéo
cromossdmica entre o dominio regulador de transcricdo do gene EWSR1 e o dominio
de ligacdo de um membro da familia ETS, sendo em 85% dos casos o FLI1
(FUHRMAN KIRK; DAVIS, ALLINSON, 1992; GRUNEWALD et al., 2018). Essa fusdo
génica é considerada a principal responsavel pela formagéo do tumor, visto que pode
ser associada ao processo de oncogénese, uma vez que estudos apontam que a
proteina formada a partir dessa fusdo esta relacionada ao desenvolvimento e
manutencao do sarcoma de Ewing (ARVAND; DENNY, 2001).

Os principais sintomas séo inespecificos como dor, edema e disfuncdes
circulatérias no local do aparecimento do tumor, assim como 0s exames bioquimicos
e de imagem compativeis com quadros inflamatérios (OZAKI, 2015). Estudos indicam
que os marcadores CD117, CD56 e CD99 séo importantes para o diagnéstico de SE.
Além disso, o CD99, tem se mostrado relevante tanto para o diagnostico quanto para
0 processo de tumorigénese. Porém, também é encontrado em outros sarcomas (KIM;
PARK, 2016). Portanto, o diagndstico diferencial é realizado por exclusdo de outros
tumores através de analise molecular, como a investigacdo de translocacdes
cromossdmicas especificas através da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
a hibridizacao fluorescente in situ (FISH) (Figura 1).
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Figura 1 - Translocacf8es cromossdmicas do Sarcoma de Ewing

FET and ETS Family Members Involved in the Pathogenesis of Ewing’s Sarcoma
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Fonte: Riggi et al, 2021.

No diagnéstico, a sobrevida global de 5 anos do SE é em torno de 75%,
enquanto que para pacientes com a doenc¢a metastatica cai para 30%, com excec¢ao
da metastase pulmonar isolada que é de aproximadamente 50% (GASPAR et al.,
2015). No caso do prognéstico de SE extraesquelético a sobrevida a longo prazo
aumentou de menos de 10% para aproximadamente de 30% a 40% (CASALI et al.,
2018); porém, no caso de recidiva, a sobrevida a longo prazo é de 22% a 24%
(RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2008).

O tratamento do SE consiste em quimioterapia sistémica associada a cirurgia
ou radioterapia (TODOROVA, 2013) ; sendo o tratamento padrao atual a quimioterapia
citotéxica com vincristina, adriamicina e ciclofosfamida, alternando com ifosfamida e

etoposideo. A cirurgia é usada para controle local, com radiacdo em pacientes
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selecionados, mas os pacientes com SE requerem uma abordagem multimodal
(DONALDSON, 2004), pois embora o SE seja um tumor radiossensivel, a radioterapia
sozinha resulta em uma taxa de recorréncia de 30 a 35% (DUBOIS et al., 2015). Sendo
assim, utiliza-se a quimioterapia em combinacédo ao tratamento local para aumentar a
taxa de sobrevida de 5 anos em torno de 70% (LE DELEY et al., 2014). Entretanto, a
guimioterapia combinada nédo tem sido suficiente em casos de doenca metastatica ou
recorrente, que apresenta uma taxa de sobrevida inferior a 25%, demonstrando a

necessidade de novas abordagens terapéuticas (SUBBIAH et al., 2009).

1.3 Receptores de neurotrofinas

As neurotrofinas possuem duas classes de receptores, as tirosinas quinases
(Trks) e o p75NTR. Os receptores de neurotrofinas de tirosina quinase sao divididos
em trés receptores: TrkA, TrkB e TrkC, os quais possuem ligantes seletivos, diferente
do receptor p75NTR que ndo possui afinidade especifica (Figura 2). Os Trks séo
considerados os principais receptores de neurotrofinas e regulam diversas funcdes na

sobrevivéncia e proliferagéo neuronal (REICHARDT, 2006)

Figura 2 - Neurotrofinas e seus receptores
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Fonte: Arévalo et al, 2006.

A hipotese de que todas as células estdo comprometidas com a morte a menos
que um fator de sobrevivéncia impeca (JACOBSON; WEIL; RAFF, 1997) pode ser



12

provado pelos Trks, pois tém grande papel no desenvolvimento tumoral.

Os receptores TrkA e TrkB séo de grande relevancia no processo oncoldgico,
uma vez que quando se encontram altamente expressos, estimulam o crescimento de
diversos tumores. O receptor TrkC, na presenca do seu ligante, NT-3, é considerado
um promotor tumoral (MELDOLESI, 2018). Apos a ligacdo com as neurotrofinas, os
receptores Trks ativam duas vias de sobrevivéncia celular que blogqueiam as vias
intrinseca e extrinseca para a apoptose, PI3K/AKT e MAPK (SEGAL; GREENBERG,
1996) e na auséncia de ligantes, levam a célula a apoptose; concluindo que os Trks
podem exercer um papel de mecanismo central importante na progressao do cancer
(ICHIM; TAUSZIG-DELAMASURE; MEHLEN, 2012).

1.4 Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1

O receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1R) € um
receptor transmembrana expresso em diversos tipos celulares, que faz parte da
familia de receptores de tirosina quinase (ADAMS et al., 2000) e esta envolvido em
mecanismos de resisténcia a quimioterapicos (GAROFALO et al., 2012). Sugere-se
que seu potencial de resisténcia esta relacionado a uma via de regulagédo do ciclo
celular que através da fosforilacdo do ligante IRS-1, ativa a cascata de sinalizacéo
PISK/Akt/mTOR promovendo a sobrevivéncia de células resistentes (JACKSON;
WHITE; YEE, 1998).

Fortes evidéncias sugerem que o IGF1R esta envolvido no crescimento e
sobrevivéncia de tumores no geral (BUCK; MULVIHILL, 2011), e também esta
envolvido na sarcomagénese, regulando o crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e

transformacao celular (POLLAK, 2008).

Dados pré-clinicos comprovam que a inibicdo de IGF1R em combinagdo com
guimioterapicos utilizados na clinica, aumenta a capacidade terapéutica desses
agentes, (BUCK et al.,, 2008; LEROITH; ROBERTS, 2003; NAHTA et al., 2005).
Inibidores seletivos de IGF1R, tais como figitumumab e cixutumumabe, demonstraram

boa tolerancia quanto a sua toxicidade em ensaios clinicos (JUERGENS et al., 2011,
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MALEMPATI et al., 2012; OLMOS et al., 2010). Porém, a concluséo terapéutica € que

a atividade é limitada como agente unico (PAPPO et al., 2011)

Estudos sugerem que a inibicdo de um Unico agente, por exemplo a inibicdo
apenas de IGF1R, pode néo oferecer efeitos clinicamente significativos, sugerindo que
combinagfes entre mais de um agente terapéutico possa ser promissor
(CHANDHANAYINGYONG et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Dado que o sarcoma de Ewing (SE) € o segundo tumor 6sseo mais comum em
pacientes pediatricos, o melhor entendimento da biologia desse tumor se torna
necessario. Visto que experimentos in vitro apontam uma correlacdo entre a ativacao
de receptores de tirosina quinase e a taxa de crescimento de linhagens de SE, o

estudo in vivo do efeito da inibicdo dos receptores Trks torna-se relevante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar um modelo in vivo de sarcoma de Ewing para caracterizar o efeito
da inibicdo de receptores de neurotrofinas (Trks) bem como avaliar o efeito do
tratamento combinado da inibicdo de receptores Trks e receptor do fator de

crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1R) in vitro.

3.2 Objetivo especifico

a) Estabelecer um modelo de sarcoma de Ewing in vivo, induzida pela linhagem
celular SK-ES-1 ;

b) Verificar os efeitos do tratamento com o farmaco K252a nos tumores, através
de parametros histopatologicos e medicéo de volume de massa tumoral;

c) Avaliar os efeitos do tratamento sobre os niveis de expressao de TrKA, TrkB,
TrKC, Phospho-TrkA, Phospho-TrkB, Phospho-TrkC, IGF-1R, Phospho-IGF1,
PI3K e Phospho-PI3K por imunohistoquimica;

d) Analisar a inibicdo combinada dos receptores de neurotrofinas (inibidor K252a)
e IGF-1R (inibidor NVP-ADW742) in vitro.
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7 CONCLUSAO

A padronizacao de um modelo in vivo possibilitou avaliar melhor o tratamento utilizado
in vitro e oportuniza estudos futuros para melhor compreenséo do sarcoma de Ewing
e seus mecanismos tumorais. A inibicdo dos Trks com K252a diminuiu a progressao
do volume tumoral, em concordancia com estudos anteriores, apoiando a ideia de que
0s receptores de neurotrofinas tém papel importante na tumorigénese e sdo um alvo
terapéutico promissor. A inibicdo combinada de Trks j& havia apresentado eficacia
significativamente maior em relacéo a terapia Unica, assim como inibidores seletivos
de IGF1R tém exibido 0 mesmo resultado; in vitro, a inibicdo combinada de Trks e
IGF1R resultou em uma resposta sinérgica e mais eficiente; confirmando que uma
investigagdo molecular mais detalhada sobre a via dos receptores de neurotrofinas e
vias relacionadas pode trazer resultados promissores a caminho de estratégias
terapéuticas futuras. Portanto, os resultados encontrados apoiam a ideia de uma
pesquisa in vivo, com o modelo padronizado neste estudo, da inibicAo combinada
entre K252a e NVP-ADW742 e uma andlise mais detalhada dos mecanismos das vias
em comum em resposta ao tratamento para melhor compreensdo da resposta

terapéutica e futuras abordagens clinicas.
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