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RESUMO 

 

O Sarcoma de Ewing (ES) é um raro tumor de ossos e tecidos moles com uma característica 

translocação cromossomal, a fusão EWS/FLI-1, que atua sobre diversos processos 

oncogênicos. O desenvolvimento da resistência à quimioterapia é comum no tumor e continua 

como uma das principais causas na falha do tratamento. O objetivo desse estudo foi avaliar a 

expressão de genes após a indução de resistência em linhagens celulares de ES. Foi 

selecionado um conjunto de genes (CCAR1, TUBA1A, POLDIP2, SMARCA4 e SMARCB1) 

a partir da mineração da literatura em resistência tumoral para duas drogas utilizadas na 

terapia de ES, doxorrubicina e vincristina. Descrevemos a expressão de cada gene selecionado 

antes e após as linhagens SK-ES-1 serem submetidas a um protocolo de indução de 

resistência para ambos os fármacos, que obteve êxito ao induzir as células à resistência. A 

expressão relativa dos níveis de mRNA foi avaliada e foi encontrada em maior expressão para 

os genes SMARCA4, SMARCB1 e POLDIP2, e em menor expressão para os genes TUBA1A 

e CCAR1, quando comparadas às linhagens de controle não-resistentes de cada 

quimioterápico. Os resultados sugerem o envolvimento de mecanismos de reparo de dano ao 

DNA, remodelamento de cromatina via SWI/SNF, atividade de microtúbulos e atividade 

spliceossomal nos processos de resistência quimioterápica em ES. 

 

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing; alvos moleculares; resistência; doxorrubicina; 

vincristina; 



 

ABSTRACT 

 

Ewing Sarcoma (ES) is a rare bone and soft tissue tumor with a characteristic chromosomal 

translocation, the fusion protein EWS/FLI-1, that drives several oncogenic processes. The 

development of resistance to chemotherapy is common and remains as the main cause of 

treatment failure. The goal of this study was to evaluate the expression of selected genes in ES 

cell lines after induction of resistance. A set of genes (CCAR1, TUBA1A, POLDIP2, 

SMARCA4 and SMARCB1) was data mined from tumoral resistance literature for two drugs 

used in ES therapy, doxorubicin and vincristine. We describe the expression of each selected 

gene before and after SK-ES-1 cell lines were exposed to a drug resistance inducing protocol 

for doxorubicin and vincristine. Cell lines were successfully induced to be resistant to 

doxorubicin and vincristine. The relative mRNA expression levels were upregulated for genes 

SMARCA4, SMARCB1 and POLDIP2 and downregulated for genes TUBA1A and CCAR1, 

when comparing resistant and non-resistant ES cell lines for each drug. The results suggest 

involvement of repair pathways, SWI/SNF chromatin remodeling, microtubule and 

spliceosomal activity processes in drug resistance mechanisms in ES.  

 

Keywords: Ewing Sarcoma; molecular target; drug resistance; doxorubicin; vincristine; 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 SARCOMA DE EWING 

1.1.1 Definição e epidemiologia 

O Sarcoma de Ewing pertence à classe das neoplasias conhecida como de pequenas 

células redondas e azuis (Figura 1). A origem deste tumor ainda não está definida, entretanto, 

alguns estudos indicam que pode ser oriundo de células tronco mesenquimais derivadas da 

medula óssea. (BETHESDA, 2015). 

 

Figura 1: Imagens de microscopia demonstrando células de Sarcoma de Ewing. (A) Núcleos 

azuis, grandes e anfofílicos. (B) Células tumorais em aumento diferenciado, citoplasma claro 

a anfofílico. (C) Núcleos monótonos e uniformes em agrupamentos alveolares (D) Fotografia 

de alta-potência demonstrando células tumorais não apoptóticas (COTE & CHOY, 2013). 
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O Sarcoma de Ewing é o segundo tipo mais frequente de neoplasia de ossos e tecidos 

moles em crianças e jovens adultos, precedido apenas pelo osteosarcoma, e pode estar 

localizado no osso ou em tecidos moles como tronco, extremidades, cabeça e pescoço, 

retroperíneo e outros (YANG et al., 2010).  

São alguns fatores de prognóstico o sítio do tumor, tamanho ou volume, idade do 

paciente, sexo, níveis de LDH sérico, metástase, tratamentos posteriores, perfil citogenético e 

detecção de níveis de transcritos de fusão na medula óssea, contribuindo para melhor ou pior 

evolução da doença (BETHESDA, 2015).  

 

1.1.2 Bases moleculares 

O Sarcoma de Ewing apresenta uma alteração citogenética no loco EWSR1 no 

cromossomo 22 banda q12 envolvendo outros cromossomos, incluindo o cromossomo 11 e 

21. Ocorre uma fusão do gene EWSR1 com, mais comumente, o gene FLI-1 do cromossomo 

11 banda q24, da família ETS, resultando na fusão EWS/FLI-1 (BETHESDA, 2015). O novo 

arranjo genômico é responsável pela ativação de oncogenes, repressão de supressores 

tumorais e remodelamento da cromatina, contribuindo para o desenvolvimento da doença 

(BALAMUTH e WOMER, 2010; RIGGI et al., 2014). O produto da fusão pode ser detectado 

por técnicas de hibridização in situ por imunofluorescência (FISH) e reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (INCA, 2017).  

Apesar da fusão EWS/FLI-1 ser mais frequente, várias outras interações menos 

comuns entre os dois genes têm sido identificadas, onde cerca de 10-20% dos casos envolve 

genes alternativos da família ETS como componentes da translocação. Em todos os casos, o 

sítio de ativação transcricional (TAD, em inglês) do terminal-N do gene EWS se funde ao 

terminal-C do sítio de ligação ao DNA (DBD, em inglês) da família ETS (Figura 2). 

Associações entre o tipo de fusão e o prognóstico foram relatadas anteriormente a partir da 

análise de arquivos de tumores. Pacientes com fusão EWS/FLI-1 apresentaram sobrevida 

global significativamente mais alta em comparação com outros tipos de fusão (SHUKLA et 

al., 2013; CROMPTON et al., 2014). Além disso, o grau de diferenciação também pode 

influenciar a malignidade da doença, e parece estar relacionado à progressão tumoral, à 

resistência quimioterápica e a fatores epigenéticos (CORNAZ-BUROS et al., 2014; 

SHEFFIELD et al., 2017). 
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Figura 2: Translocações descritas em Sarcoma de Ewing. Translocações envolvendo o gene 

EWS e os genes da família ETS. (adaptado de MONUMENT et al. (2012)). 

 

1.1.3 Diagnóstico e tratamento 

O diagnóstico ocorre através de biópsia e exames imunohistoquímicos para avaliação 

da expressão dos marcadores CD99, FL1, HHF35, desmina e sinaptofisina (WERNER et al., 

2005), embora não sejam específicos para Sarcoma de Ewing. A complementaridade do 

diagnóstico pode ser realizada através de exames radiológicos visualizando lesões 

características (INCA, 2017). 

O tratamento pode incluir cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo esta última 

responsável por uma melhora na sobrevida de 10% para 75-80%, em casos localizados 

(BALAMUTH e WOMER, 2010; COTE e CHOY, 2013). Nos casos metastáticos, o efeito 

dos quimioterápicos reduz drasticamente e as taxas de sobrevida caem para aproximadamente 

20% (GROHAR e HELMAN, 2013).  
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Atualmente, há três principais protocolos de tratamento de Sarcoma de Ewing, sendo 

um europeu, um norte-americano e o protocolo Sul-Americano, desenvolvido 

colaborativamente entre os países Argentina, Brasil, Chile e Uruguai e coordenado pelo 

Instituto do Câncer Infantil. O protocolo foi inicialmente definido pelo estudo EWING1 

(BRUNETTO et al., 2015) e consiste em dois ciclos de ICE (ifosfamida, carboplatina e 

etoposídeo), seguido de dois ciclos de VDC (vincristina, doxorrubicina e ciclofosfamida) e 

posterior tratamento local via cirurgia e/ou radioterapia. Recentemente, o protocolo encontra-

se em processo de atualização (estudo EWING2, ainda em andamento) e passará a tratar de 

forma diferenciada os pacientes com e sem metástase, além de dispor de uma terapia 

metronômica anti-angiogênica, de doses baixas e sem períodos de descanso, com o objetivo 

de tratar os casos não responsivos à quimioterapia tradicional. 

Dos quimioterápicos disponíveis utilizados nos tratamentos do Sarcoma de Ewing, 

duas das drogas mais importantes são a doxorrubicina e a vincristina, com mecanismos 

distintos tanto de ação quanto de resistência. 

 

1.1.4 Doxorrubicina 

A doxorubicina, antibiótico citotóxico da classe das antraciclinas isolado do 

microorganismo Streptomyces peucetius, tem como principal mecanismo de ação a 

intercalação no DNA e interrupção do mecanismo de reparo pela enzima Topoisomerase II, 

resultando em dano excessivo ao DNA e morte celular (THORN et al., 2011). A intercalação 

no DNA resulta em super-enovelamento, causando a desestabilização de nucleotídeos via 

acúmulo de tensão torcional. Esse processo é atenuado pela Topoisomerase II, mas, como a 

enzima tem seu funcionamento comprometido pela droga, o estresse é evidenciado (PANG et 

al., 2013; YANG et al., 2014). Ainda, a droga é capaz de promover o afastamento de histonas, 

alterando mecanismos transcriptômicos e epigenéticos celulares, com seletividade por exons e 

regiões promotoras de transcrição. A ligação de sua molécula com o DNA gera uma 

competição por espaço com as histonas responsáveis pela estabilização dos nucleotídeos, 

podendo também influenciar negativamente o mecanismo de reparo de DNA e levar a célula à 

morte. O processo faz com que a cromatina permaneça aberta, facilitando a ocorrência de 

danos adicionais ao DNA por efeitos como estresse oxidativo, causados inclusive pelo efeito 

da droga sobre as células (PANG et al., 2013; YANG et al., 2014). 
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Apesar dos efeitos terapêuticos, a doxorrubicina tem como importante efeito adverso a 

cardiotoxicidade, isto porque, a droga atua afetando principalmente os miócitos com dano 

consequente à função sistólica ventricular esquerda, além de miocardite, pericardite, arritmias 

e insuficiência cardíaca (RAZAVI-AZARKHIAVI et al., 2017). Os sintomas podem levar 

semanas ou meses para se manifestarem, apesar dos efeitos tóxicos nas células cardíacas 

surgirem a partir da primeira dose. Ações contra a cardiotoxicidade podem incluir redução de 

dose, infusão prolongada, formulações diferenciadas da doxorrubicina e/ou uso concomitante 

de bloqueadores beta ou inibidores da ECA (EWER e EWER, 2015).  

 

1.1.5 Vincristina 

Amplamente utilizado em tratamentos de Sarcoma de Ewing, o fármaco vincristina é 

um alcalóide isolado da planta Vinca rosea. Trata-se de um agente desestabilizador de 

tubulinas que impossibilita a criação dos fusos mitóticos, cessando o ciclo celular na metáfase 

e levando a apoptose (KAVALLARIS, 2010; BOSILKOVSKA et al., 2015). Por ter efeito 

dose-dependente, em baixas concentrações a vincristina imobiliza o aparelho mitótico, 

resultando em falha do processo de separação cromossomal. Em altas concentrações, há 

ruptura e despolimerização total dos microtúbulos. A exposição em longo prazo acaba por 

produzir efeito citotóxico contínuo (GIDDING et al., 1999). Estudos demonstram que, além 

do seu efeito sobre os microtúbulos, a vincristina pode se ligar diretamente ao DNA e à 

cromatina, inclusive promovendo o afastamento de histonas (MOHAMMADGHOLI et al., 

2013), similar à doxorrubicina. Ainda, há evidências de atuação também sobre a 

topoisomerase II, considerando que células resistentes à vincristina apresentam reduzida 

expressão da enzima (SKLADANOWSKI et al., 2005).  

Todavia, o uso da vincristina ocasiona o surgimento de efeitos adversos, sendo os mais 

relevantes a mielosupressão e a neuropatia periférica. Efeito, este, possivelmente resultante da 

perda de microtúbulos, interferência na ligação de proteínas motoras aos microtúbulos, 

diferenças na dinâmica dos microtúbulos, retração neuronal, redução da responsividade dos 

neurônios ou sua desmielinização. Já as causas da mielosupressão podem estão relacionadas 

ao bloqueio da mitose e proliferação das células de medula óssea de alta ciclagem (JORDAN 

e WILSON, 2004). 



15 
 

Dessa forma, observa-se que a terapia nem sempre é bem sucedida. Além dos efeitos 

colaterais das drogas, muitas vezes debilitantes e complicadores do tratamento, há o 

surgimento de resistência por parte dos tumores, seja esta intrínseca ou adquirida (AHMED et 

al., 2014).  

 

1.2 RESISTÊNCIA TUMORAL 

Conforme Housman e colaboradores (2014), a resistência tumoral é um processo 

conhecido onde tanto tumores quanto outras doenças param de responder aos tratamentos 

farmacológicos. O mecanismo foi inicialmente descrito quando bactérias se tornaram 

resistentes aos antibióticos. Atualmente, considera-se o processo de resistência um fenômeno 

multifatorial que demanda atenção tanto ao paciente quanto à doença (ALFAROUK et al., 

2015) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo dos fatores múltiplos envolvidos na resistência 

quimioterápica A resistência quimioterápica é um processo multifatorial, envolvendo níveis 

macro, micro e mesoscópicos. Em nível macroscópico, destaca-se fatores farmacocinéticos 

como absorção, distribuição, metabolismo e excreção, onde já entram as bombas de efluxo 



16 
 

vistas anteriormente (no mecanismo da doxo), que dificultam a absorção. Em nível 

microscópico os mecanismos de resistência múltipla, bombas de efluxo e processos de 

resistência a múltiplos xenobióticos (adaptado de (ALFAROUK et al., 2015)). 

O enfrentamento da resistência aos quimioterápicos pode ter dois lados; assim como as 

células cancerígenas devem perder seus mecanismos de tolerância para sofrerem os efeitos 

dos fármacos, as células normais devem manter esses mesmos mecanismos para 

permanecerem protegidas aos danos. Das células nessa última categoria, destacam-se 

principalmente as células da medula óssea, cuja destruição é um dos limitantes de dose nos 

tratamentos de câncer. Sabendo que o tumor é composto naturalmente por células com 

diferentes perfis de resistência a ação da quimioterapia inicialmente destrói a maioria das 

células sensíveis às drogas, selecionando as mais resistentes. À medida que o tumor cresce, o 

tratamento tende a falhar visto que há uma quantidade reduzida de células com sensibilidade, 

gerando um tumor resistente (PERSIDIS, 1999). Os tumores podem apresentar diversos 

mecanismos distintos de resistência aos fármacos, podendo ser eles intrínsecos e/ou 

adquiridos (DAMIA e GARATTINI, 2014). 

 

1.2.1 Mecanismos gerais 

Diversos fatores celulares, vias metabólicas e marcadores genéticos ou epigenéticos 

estão envolvidos no processo de resistência tumoral, como por exemplo, as vias RTK 

(receptores tirosina-quinase e de necrose tumoral), Akt-PI3K (AHMED et al., 2012; 

TSUBAKI et al., 2015; ZHANG et al., 2015), Topoisomerase II (RODRIGO et al., 2011; 

ALPSOY et al., 2014), cMYC e cJUN (LIN et al., 2012; ZHUO et al., 2014) que são 

descritas em diversos tipos de tumores.  

O mecanismo de Resistência a Múltiplas Drogas (MDR, em inglês), amplamente 

descrito, consiste na resistência tumoral a um determinado fármaco quimioterápico, 

acompanhada pela resistência a outras drogas que não necessariamente possuem estrutura ou 

mecanismo de ação similares. Os processos potencialmente envolvidos na MDR consistem 

em indução de apoptose, indução de autofagia, regulação via células-tronco tumorais, 

regulação de micro-RNAs, indução de hipóxia, reparo de dano ao DNA e regulação 

epigenética (Figura 4) (WU et al., 2014). 



17 
 

 

Figura 4: Principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento de MDR (adaptado de de 

WU et al. (2014)). 

A família de transportadores ABC (ATP-Binding Cassette, em inglês), é um grupo de 

48 proteínas transmembrana responsável pelo efluxo das drogas para o exterior da célula. Três 

delas são amplamente descritas na literatura, e fazem parte do mecanismo de MDR: 

Glicoproteína-P (Pgp. codificada no gene ABCB1, também conhecida como MDR1 – 

Multidrug Resistance Protein 1), MDR-Associated protein 1 (MRP1, do gene ABCC1) e 

BCRP (Breast  Cancer Resistance Protein, sintetizada pelo gene ABCG2). A proteína MDR1 

é frequentemente encontrada super-expressa em diversos tumores e também pode ter sua 

expressão alterada pelo tratamento quimioterápico (DAMIA e GARATTINI, 2014). 
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Outro elemento importante encontrado em tumores, inclusive em Sarcoma de Ewing, é 

a presença de células-tronco tumorais. São células naturalmente quimioresistentes, capazes de 

difundirem a resistência através da seleção dessa linhagem via proliferação. Alguns 

mecanismos foram propostos para elucidar a tolerância quimioterápica, dentre os quais a 

quiescência (baixa ciclagem, ou seja, reprodução lenta e menos frequente; consequentemente, 

menos sujeita a efeitos que tenham como alvo, por exemplo, etapas do ciclo celular), aumento 

no reparo de danos de DNA (possíveis defeitos nos mecanismos de apoptose, ou exacerbação 

dos mecanismos de reparo), características anti-apoptose (células tumorais inibem as vias de 

apoptose expressando altos níveis de proteínas anti-apoptóticas), microRNAs (podem também 

suprimir vias de apoptose, como a p53) e contribuição para o desenvolvimento de MDR, 

aumentando e selecionando proteínas de efluxo e transportadores ABC (AHMED et al., 

2014). 

 

1.2.2 Mecanismos específicos à doxorrubicina 

Além dos processos de resistência comuns a diversos tipos de tumor, tanto à 

vincristina quanto doxorrubicina podem induzir resistência específica, conforme o sítio e o 

mecanismo de ação de cada droga. Os principais componentes envolvidos na resistência 

específica à doxorrubicina estão descritos na Figura 5. No estudo, os experimentos foram 

realizados em tumor mamário (células MCF-7) e as diferenças de expressão foram obtidas 

comparando linhagens celulares não resistentes a linhagens celulares resistentes. A 

especificidade dos processos à doxorrubicina foi evidenciada ao observar que a expressão 

relativa dos genes da linhagem MCF-7 tratada com doxorrubicina foi 2,5 vezes superior 

quando comparada à linhagem tratada com paclitaxel (VILLENEUVE et al., 2006). 
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Figura 5: Vias envolvidas na seleção de resistência à doxorrubicina. Vias de apoptose em 

azul, de crescimento e proliferação em verde e de transporte de drogas em rosa. Os genes em 

negrito foram identificados por técnica de microarranjo e posteriormente confirmados por 

qPCR ou immunoblotting. Os genes sublinhados foram apenas confirmados por qPCR ou 

immunoblotting (adaptado de VILLENEUVE et al. (2006)).  

 

1.2.1 Mecanismos específicos à vincristina 

A vincristina, por atuar diretamente sobre a tubulina e os micronúcleos, desencadeia 

mecanismos específicos de resistência. Podem ser divididos em cinco categorias: mecanismo 

MDR envolvendo o efluxo das drogas para o exterior da célula e consequente baixa 

concentração citoplasmática do fármaco; alteração direta da tubulina via mutações induzidas 

pelo agente; aumento ou diminuição na expressão tanto de microtúbulos e proteínas 

associadas quanto da -tubulina; alterações nos microtúbulos relacionadas a outras proteínas 

envolvidas de citoesqueleto, como -actina, que podem influenciar a habilidade dos agendes 

induzirem apoptose e defeitos nas vias de apoptose influenciam na resistência aos ALTs 

(Figura 6). Ainda, a expressão alterada da III-Tubulina pode ser associada a altos níveis de 
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agressividade (malignidade, potencial de metástase e baixa diferenciação tumoral) e 

resistência quimioterápica em tumores. Há evidencias do potencial da beta tubulina III como 

fator de sobrevivência celular, visto que sua expressão pode ser induzida em situações de 

estresse tais como hipóxia e deprivação de, inclusive quando induzidos por fármacos 

citotóxicos (KAVALLARIS, 2010). 

 

 

Figura 6: Mecanismos de resistência a agentes ligantes de tubulina (ALT). (adaptado de 

KAVALLARIS (2010)). 

 

Apesar da evolução significativa no tratamento do Sarcoma de Ewing e aumento da 

sobrevida, a resistência aos fármacos administrados continua sendo um dos principais 

desafios da clínica do tumor.   
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2 JUSTIFICATIVA 

O Sarcoma de Ewing, apesar de ser o segundo tipo mais comum de neoplasia de ossos 

e tecidos moles em crianças e jovens adultos, é um tumor de rara ocorrência. Nas publicações 

do INCA de 2008 e 2012 no Brasil, não há dados referentes ao tumor. Um levantamento feito 

por um estudo nos Estados Unidos da America reportou 906 casos ocorridos em um período 

de mais de 30 anos (ESIASHVILI et al., 2008). Consequentemente, estudos a cerca do tumor 

ainda são pouco frequentes e grande parte da sua biologia não foi elucidada.  

Entretanto, sabe-se que diversos alvos moleculares são potenciais atuantes em vias de 

tolerância à quimioterapia em Sarcoma de Ewing, apesar de seus mecanismos não estarem 

completamente esclarecidos. Dessa forma, um maior entendimento do papel desses alvos no 

desenvolvimento da resistência tumoral pode contribuir para a elaboração de estratégias de 

tratamento mais eficazes, que venham a proporcionar melhores desfechos na clínica dos 

pacientes.   

 

3 OBJETIVOS  

3.1 GERAL 

Avaliar a expressão dos alvos moleculares relacionados à resistência tumoral de 

fármacos quimioterápicos em linhagens celulares de Sarcoma de Ewing com e sem perfil de 

resistência. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 Buscar, através de revisão literária e mineração de dados, alvos moleculares 

relacionados à resistência dos fármacos vincristina e doxorrubicina; 

 Construir um banco de dados de resistência com os alvos moleculares validados 

experimentalmente e enriquecido com informações de bases de dados online; 

 Induzir e manter linhagens celulares de Sarcoma de Ewing, SK-ES-1, com e sem 

resistência aos fármacos vincristina e doxorrubicina; 

 A partir da extração de mRNA e produção de cDNA via RT-PCR, avaliar por qPCR a 

expressão dos alvos moleculares nas linhagens celulares com e sem resistência. 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

O Sarcoma de Ewing é o segundo tipo mais frequente de neoplasia de ossos e tecidos 

moles em crianças e jovens adultos. A doença pode se apresentar apenas de forma localizada 

ou possuir um perfil metastático agressivo, que frequentemente desenvolve resistência aos 

quimioterápicos utilizados no tratamento. Ainda que a quimioterapia tenha proporcionado 

crescente melhora na sobrevida dos pacientes, a tolerância aos fármacos é um problema 

constante, muitas vezes resultando em falha terapêutica nos casos metastáticos. Por esse 

motivo, a busca por alternativas de tratamento capazes de contornar ou evitar o surgimento da 

resistência tem se tornado cada vez mais importante. 

O presente estudo se propôs a definir e analisar potenciais alvos terapêuticos 

envolvidos em processos de resistência quimioterápica em Sarcoma de Ewing. Para isto,  

realizamos uma mineração da literatura quanto à resistência à doxorrubicina e vincristina, 

independentemente do tipo de tumor. Posteriormente, geramos um banco de dados composto 

pelos genes encontrados na mineração que foram validados experimentalmente. O banco de 

dados foi enriquecido com informações de bases online como Drugbank, Gene Onthology e 

Uniprot. Selecionamos então os genes TUBA1A, POLDIP2, CCAR1, SMARCA4 e 

SMARCB1 como alvos de estudo. 

Fomos bem sucedidos na indução de resistência quimioterápica em linhagens SK-ES-

1, de Sarcoma de Ewing. O protocolo consiste na exposição constante e gradual das linhagens 

aos fármacos, em um período mínimo de 10 semanas, utilizando concentrações de 10, 20, 30, 

40 e 50 nM para doxorrubicina e 0,5, 1, 2, 3 e 4 nM para vincristina (HEINEN et al., 2016). 

São mantidas três linhagens simultâneas, uma para cada quimioterápico e uma sem 

tratamento, a ser utilizada como controle. Concluído o protocolo, a resistência é avaliada em 

um ensaio de proliferação celular, onde as células de cada linhagem são plaqueadas em placas 

de 48 poços. Após 24 horas, as células são tratadas novamente com os fármacos por um 

período de 72 horas em doses de 10, 30 e 50 nM para doxorrubicina e 1, 3 e 5 nM para 

vincristina. Nessa etapa, o controle recebe tratamento para ambas as drogas, separadamente, 

originando uma linhagem de controle para cada fármaco. Ao término o tratamento, as células 

são analisadas através do método de exclusão com azul de Tripan (HEINEN  et al., 2016), 

utilizando um hemocitômetro. A partir desta técnica, foi possível observar uma maior 

sobrevivência celular das linhagens submetidas ao protocolo de indução quando comparadas a 

linhagens de controle, evidenciando o desenvolvimento da resistência aos quimioterápicos.  
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Para explicar os resultados de análise dos níveis de expressão de mRNA de uma forma 

integrada, foi construída uma rede de interação proteína-proteína (fig. 7). Nela, é possível 

observar que os genes SMARC estão ligados ao complexo SWI/SNF de remodelamento da 

cromatina, POLDIP2 ao reparo de dano ao DNA, CCAR1 à atividade de 

spliceossoma/splicing alternativo, TUBA1A nas funções de microtúbulo e a TOP2A 

integrando as redes como alvo da doxorrubicina. 

Figura 7: Rede de interação proteína-proteína entre genes com expressão alterada em células 

resistentes à doxorrubicina em Sarcoma de Ewing. Para a montagem da rede, foram incluídos 

os 5 genes selecionados nesse estudo (em verde ou vermelho, conforme os níveis de 

expressão), 3 genes que interagem diretamente com a fusão EWS-FLI (em amarelo) e a 

TOP2A, por ser alvo da doxorrubicina (em laranja). A rede foi construída utilizando o 

software STRING Database, versão 10.5. 
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Recentemente, foi demonstrado que a POLDIP2 pode recrutar diversas polimerases de 

síntese translesão para reparo dos danos ao DNA. Conforme a fidelidade das sub-unidades à 

lesão, o reparo pode ser propenso a gerar erros. Unidades como a Primpol tem maior 

fidelidade, enquanto as polimerases Pol λ, Pol η, Rev1 e Rev7 tem maior chance de ocasionar 

erro no reparo (GUILLIAM et al., 2016). Outro estudo demonstrou que o silenciamento do 

gene POLDIP2 aumentou a sensibilidade das células ao estresse oxidativo (MAGA et al., 

2013), um dos principais mecanismos de ação da doxorrubicina. Esses achados contribuem 

para evidenciar o envolvimento do gene em processos de reparo de dano ao DNA. Ainda, 

diversos estudos sugerem que o gene POLDIP2 desempenha um papel importante na 

manutenção da função e integridade vascular (SUTLIFF et al., 2013), assim como migração e 

adesão celular (DATLA et al., 2014). Em modelos animais, foram observados envolvimento 

na viabilidade celular, proliferação e regulação de ciclo celular (BROWN et al., 2014). Como 

esses processos são de vital importância para o desenvolvimento e sobrevivência tumoral, e 

considerando que níveis elevados da expressão do gene foram encontrados na linhagem 

resistente de Sarcoma de Ewing, sugere-se uma relação entre os mecanismos responsáveis 

pela agressividade do tumor e o desenvolvimento da resistência quimioterápica. 

Observamos redução nos níveis de expressão do gene TUBA1A compatíveis com o 

efeito desestabilizador da vincristina sobre os microtúbulos e com um mecanismo de 

resistência já detalhado para a droga, de alteração nos níveis de expressão da tubulina (HUZIL 

et al., 2007). Apesar de não ser seu principal método de ação, a doxorrubicina também pode 

influenciar nos níveis de tubulina. Em um estudo realizado por Villeneuve e colaboradores 

(2006), células de tumor mamário resistentes à doxorrubicina foram comparadas a células 

não-resistentes via ensaio de miniarranjo e qPCR, onde constataram redução nos níveis de 

expressão do gene da tubulina nas linhagens resistentes do tumor. Dessa forma, nossos 

resultados de baixa expressão do gene TUBA1A em linhagens SK-ES-1 resistentes à 

doxorrubicina são condizentes com a literatura e demonstram que o comportamento do gene 

em Sarcoma de Ewing é similar a outros tumores. 

Inicialmente, verificamos na literatura que a perda dos genes SMARCA4 e 

SMARCB1 resulta no desenvolvimento de resistência à doxorrubicina em câncer de mama 

(WIJDEVEN et al., 2015; DUBEY et al., 2016). Entretanto, considerando que nossos 

resultados indicam o aumento da expressão dos genes, o cenário em Sarcoma de Ewing pode 

ser diferente dos demais tumores. Uma das possíveis explicações pode ser a presença da 

proteína de fusão EWS/FLI-1. Ao ativar oncogenes e suprimir repressores tumorais, em 
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conjunto com o remodelamento da cromatina, a translocação estabeleceria uma rede 

regulatória diferenciada em Sarcoma de Ewing. Considerando que os genes SMARC fazem 

parte da família SWI/SNF, cuja função inclui remodelamento de cromatina e recrutamento da 

TOP2A em sítios com elevada taxa de quebra dupla de DNA, essa pode ser a causa da 

divergência nos mecanismos de resistência entre os tumores (RIGGI et al., 2014; LEDFORD, 

2017). Na mesma linha, um estudo demonstrou, em Sarcoma de Ewing, que a perda do 

SMARCB1 foi encontrada em um pequeno percentual de pacientes e contribuiu para um 

desfecho positivo nesses casos (JAHROMI et al., 2012). Dessa forma, é possível que a 

combinação da perda do gene com a translocação EWS/FLI-1 esteja aumentando a 

susceptibilidade ao tratamento. Portanto, os níveis elevados de expressão encontrados nas 

linhagens SK-ES-1 podem estar representando o desenvolvimento da resistência à 

doxorrubicina e o aumento da agressividade tumoral pós-tratamento. 

O gene CCAR1 apresenta grande variação em tumores, conforme a célula que o 

expressa (MUTHU et al., 2015). Em câncer gástrico, sua expressão é necessária para a 

sobrevivência, proliferação e aumento da carcinogênese (CHANG et al., 2017). Em câncer de 

próstata, é necessário para o crescimento celular, atuando como mediador da transcrição de 

receptores de androgênio (SEO et al., 2013). Já em tumor mamário, a expressão do gene é 

necessária para apoptose induzida por quimioterápicos, além de desempenhar um papel na 

ativação de receptores de estrogênio e glucocorticóides, demonstrando envolvimento no 

crescimento hormônio-dependente (KIM et al., 2008). No carcinoma hepatocelular, altos 

níves de expressão do CCAR1 estão relacionados a invasão microvascular, metástase e 

recidiva (CHERIYAN et al., 2016). Entretanto, o gene CCAR1 atua diretamente com um 

complexo de atividade de spliceossoma envolvido com genes que, por sua vez, interagem com 

a proteína de fusão EWS/FLI-1. A combinação dos genes com a fusão origina uma série de 

isoformas de proteínas oncogênicas responsáveis pelo fenótipo do Sarcoma de Ewing 

(SELVANATHAN et al., 2015). Visto que nossos resultados apontam uma baixa expressão 

do gene na linhagem resistente a doxorrubicina, e que o aumento dos níveis do gene são 

requeridos para a sobrevivência do tumor, estudos adicionais são necessários para entender a 

relação do CCAR1 com o desenvolvimento da resistência tumoral em Sarcoma de Ewing, 

considerando que o gene pode apresentar um comportamento diferente na biologia desse 

tumor.   

Através deste estudo, foi possível induzir a resistência quimioterápica tumoral em 

linhagens de Sarcoma de Ewing aos fármacos doxorrubicina e vincristina. Entretanto, é 
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importante esclarecer os efeitos do tratamento na expressão dos alvos em linhagens sem 

resistência. Considerando que o protocolo de indução de resistência é dispendioso de tempo e 

recursos, essa avaliação possibilita verificar se as células já exibem comportamento resistente 

a partir do primeiro tratamento e, consequentemente, evitar a necessidade do procedimento de 

indução.  

Ensaios adicionais de validação dos genes por knockout ou silenciamento são 

necessários para validação do envolvimento dos alvos no processo de resistência. Ainda, a 

avaliação das vias dos processos de apoptose, transportadores de efluxo, crescimento, 

diferenciação e células-tronco tumorais podem ajudar a esclarecer seu papel junto aos genes 

no desenvolvimento de tolerância aos fármacos em Sarcoma de Ewing.  

Os mecanismos de resistência tumoral são numerosos, complexos e estão longe de 

serem completamente esclarecidos. Ainda que nossos resultados sugiram o envolvimento dos 

genes no processo de resistência à doxorrubicina e vincristina em Sarcoma de Ewing, 

futuramente, para esse estudo, a inclusão de amostras de pacientes, assim como a utilização de 

ferramentas de bioinformática para a seleção de um maior número de alvos, pode ajudar a 

compreender melhor esses processos, possibilitando o desenvolvimento de terapias 

alternativas mais seguras e eficazes no tratamento do tumor. 

 

6 CONCLUSÕES 

Neste estudo, foi possível: 

 Criar uma base de dados de resistência, contendo genes potencialmente envolvidos em 

processos de tolerância quimioterápica em tumores; 

 Induzir resistência aos fármacos doxorrubicina e vincristina em linhagem celular SK-

ES-1 de Sarcoma de Ewing; 

 Observar alterações de expressão nos níveis do gene TUBA1A compatíveis com os 

mecanismos de ação dos fármacos; 

 Avaliar os genes SMARCA4 e SMARCB1, demonstrando que possuem variação de 

expressão conforme o tumor envolvido. Os resultados encontrados indicam que pode 

haver envolvimento desses alvos no processo de resistência de Sarcoma de Ewing, que 

difere dos demais tumores devido à presença da proteína de fusão EWS/FLI-1; 
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 Analisar a expressão do gene CCAR1, onde encontramos baixos níveis de expressão 

embora os resultados não tenham sido conclusivos, considerando que há grande 

variabilidade do gene conforme o tipo celular e a expressão desse alvo geralmente é 

requerida para a evolução em diversos tipos de tumor; 

 E, quantificar os níveis de POLDIP2 encontrados elevados nos experimentos, 

indicando uma relação entre o desenvolvimento de resistência e processos de reparo, 

estresse oxidativo, vascularização, migração e proliferação celular e invasão tumoral 
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