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RESUMO

O Sarcoma de Ewing (ES) é um raro tumor de 0ssos e tecidos moles com uma caracteristica
translocacdo cromossomal, a fusdo EWS/FLI-1, que atua sobre diversos processos
oncogénicos. O desenvolvimento da resisténcia a quimioterapia € comum no tumor e continua
como uma das principais causas na falha do tratamento. O objetivo desse estudo foi avaliar a
expressdo de genes ap6s a inducdo de resisténcia em linhagens celulares de ES. Foi
selecionado um conjunto de genes (CCAR1, TUBA1A, POLDIP2, SMARCA4 e SMARCB1)
a partir da mineracdo da literatura em resisténcia tumoral para duas drogas utilizadas na
terapia de ES, doxorrubicina e vincristina. Descrevemos a expressao de cada gene selecionado
antes e apds as linhagens SK-ES-1 serem submetidas a um protocolo de inducdo de
resisténcia para ambos os farmacos, que obteve éxito ao induzir as células a resisténcia. A
expressao relativa dos niveis de mRNA foi avaliada e foi encontrada em maior expressdo para
0s genes SMARCA4, SMARCB1 e POLDIP2, e em menor expressao para os genes TUBA1A
e CCAR1, quando comparadas as linhagens de controle ndo-resistentes de cada
quimioterapico. Os resultados sugerem o envolvimento de mecanismos de reparo de dano ao
DNA, remodelamento de cromatina via SWI/SNF, atividade de microtubulos e atividade

spliceossomal nos processos de resisténcia quimioterapica em ES.

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing; alvos moleculares; resisténcia; 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, SMARCBL1 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 INTRODUCAO
1.1 SARCOMA DE EWING

1.1.1 Definicéo e epidemiologia

O Sarcoma de Ewing pertence a classe das neoplasias conhecida como de pequenas
células redondas e azuis (Figura 1). A origem deste tumor ainda ndo esta definida, entretanto,

alguns estudos indicam que pode ser oriundo de células tronco mesenquimais derivadas da
medula 6ssea. (BETHESDA, 2015).

Figura 1: Imagens de microscopia demonstrando células de Sarcoma de Ewing. (A) Ndcleos
azuis, grandes e anfofilicos. (B) Células tumorais em aumento diferenciado, citoplasma claro
a anfofilico. (C) Nucleos mondtonos e uniformes em agrupamentos alveolares (D) Fotografia
de alta-poténcia demonstrando células tumorais ndo apoptoticas (COTE & CHOY, 2013).
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O Sarcoma de Ewing é o segundo tipo mais frequente de neoplasia de 0ssos e tecidos
moles em criangas e jovens adultos, precedido apenas pelo osteosarcoma, e pode estar
localizado no osso ou em tecidos moles como tronco, extremidades, cabeca e pescoco,
retroperineo e outros (YANG et al., 2010).

S&o alguns fatores de progndstico o sitio do tumor, tamanho ou volume, idade do
paciente, sexo, niveis de LDH sérico, metastase, tratamentos posteriores, perfil citogenético e
deteccdo de niveis de transcritos de fusdo na medula dssea, contribuindo para melhor ou pior
evolucgéo da doenga (BETHESDA, 2015).

1.1.2 Bases moleculares

O Sarcoma de Ewing apresenta uma alteracdo citogenética no loco EWSR1 no
cromossomo 22 banda q12 envolvendo outros cromossomos, incluindo o cromossomo 11 e
21. Ocorre uma fusdo do gene EWSR1 com, mais comumente, o gene FLI-1 do cromossomo
11 banda g24, da familia ETS, resultando na fusdo EWS/FLI-1 (BETHESDA, 2015). O novo
arranjo gendmico é responsavel pela ativacdo de oncogenes, repressdo de supressores
tumorais e remodelamento da cromatina, contribuindo para o desenvolvimento da doenca
(BALAMUTH e WOMER, 2010; RIGGI et al., 2014). O produto da fuséo pode ser detectado
por técnicas de hibridizacdo in situ por imunofluorescéncia (FISH) e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (INCA, 2017).

Apesar da fusdo EWS/FLI-1 ser mais frequente, varias outras interagdes menos
comuns entre os dois genes tém sido identificadas, onde cerca de 10-20% dos casos envolve
genes alternativos da familia ETS como componentes da translocacdo. Em todos os casos, 0
sitio de ativacdo transcricional (TAD, em inglés) do terminal-N do gene EWS se funde ao
terminal-C do sitio de ligagdo ao DNA (DBD, em inglés) da familia ETS (Figura 2).
Associacles entre o tipo de fusdo e o prognoéstico foram relatadas anteriormente a partir da
analise de arquivos de tumores. Pacientes com fusdo EWS/FLI-1 apresentaram sobrevida
global significativamente mais alta em comparacdo com outros tipos de fusdo (SHUKLA et
al., 2013; CROMPTON et al., 2014). Além disso, o grau de diferenciacdo também pode
influenciar a malignidade da doenga, e parece estar relacionado a progressdo tumoral, a
resisténcia quimioterapica e a fatores epigenéticos (CORNAZ-BUROS et al., 2014,
SHEFFIELD et al., 2017).
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Figura 2: Translocacdes descritas em Sarcoma de Ewing. Translocacbes envolvendo o gene
EWS e os genes da familia ETS. (adaptado de MONUMENT et al. (2012)).

1.1.3 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico ocorre através de biopsia e exames imunohistoquimicos para avaliagdo
da expressdo dos marcadores CD99, FL1, HHF35, desmina e sinaptofisina (WERNER et al.,
2005), embora nao sejam especificos para Sarcoma de Ewing. A complementaridade do
diagnostico pode ser realizada através de exames radioldgicos visualizando lesdes
caracteristicas (INCA, 2017).

O tratamento pode incluir cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo esta Gltima
responsavel por uma melhora na sobrevida de 10% para 75-80%, em casos localizados
(BALAMUTH e WOMER, 2010; COTE e CHOQOY, 2013). Nos casos metastaticos, o efeito
dos quimioterapicos reduz drasticamente e as taxas de sobrevida caem para aproximadamente
20% (GROHAR e HELMAN, 2013).
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Atualmente, ha trés principais protocolos de tratamento de Sarcoma de Ewing, sendo
um europeu, um norte-americano e 0 protocolo Sul-Americano, desenvolvido
colaborativamente entre os paises Argentina, Brasil, Chile e Uruguai e coordenado pelo
Instituto do Céncer Infantil. O protocolo foi inicialmente definido pelo estudo EWING1
(BRUNETTO et al., 2015) e consiste em dois ciclos de ICE (ifosfamida, carboplatina e
etoposideo), 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 atualizacdo (estudo EWING2, ainda em andamento) e passara a tratar de
forma diferenciada os pacientes com e sem metastase, além de dispor de uma terapia
metrondmica anti-angiogénica, de doses baixas e sem periodos de descanso, com o objetivo

de tratar 0s casos ndo responsivos a quimioterapia tradicional.

Dos quimioterapicos disponiveis utilizados nos tratamentos do Sarcoma de Ewing,
duas das drogas mais importantes sdo a doxorrubicina e a vincristina, com mecanismos

distintos tanto de acdo quanto de resisténcia.

1.1.4 Doxorrubicina

A doxorubicina, antibidtico citotoxico da classe das antraciclinas isolado do
microorganismo Streptomyces peucetius, tem como principal mecanismo de acdo a
intercalacdo no DNA e interrupcdo do mecanismo de reparo pela enzima Topoisomerase I,
resultando em dano excessivo ao DNA e morte celular (THORN et al., 2011). A intercalacdo
no DNA resulta em super-enovelamento, causando a desestabilizacdo de nucleotideos via
acumulo de tensdo torcional. Esse processo é atenuado pela Topoisomerase I, 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 transcriptbmicos e epigenéticos celulares, com seletividade por exons e
regides promotoras de transcricdo. A ligacdo de sua molécula com o DNA gera uma
competicdo por espago com as histonas responsaveis pela estabilizagdo dos nucleotideos,
podendo também influenciar negativamente o mecanismo de reparo de DNA e levar a célula a
morte. O processo faz com que a cromatina permaneca aberta, facilitando a ocorréncia de
danos adicionais ao DNA por efeitos como estresse oxidativo, causados inclusive pelo efeito
da droga sobre as celulas (PANG et al., 2013; YANG et al., 2014).



14

Apesar dos efeitos terapéuticos, a doxorrubicina tem como importante efeito adverso a
cardiotoxicidade, isto porque, a droga atua afetando principalmente os midcitos com dano
consequente a funcgéo sistolica ventricular esquerda, além de miocardite, pericardite, arritmias
e insuficiéncia cardiaca (RAZAVI-AZARKHIAVI et al., 2017). Os sintomas podem levar
semanas ou meses para se manifestarem, apesar dos efeitos toxicos nas células cardiacas
surgirem a partir da primeira dose. A¢Oes contra a cardiotoxicidade podem incluir reducéo de
dose, infusdo prolongada, formulacdes 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 farmaco vincristina €
um alcal6ide isolado da planta Vinca rosea. Trata-se de um agente desestabilizador de
tubulinas que impossibilita a criacdo dos fusos mitéticos, cessando o ciclo celular na metéfase
e levando a apoptose (KAVALLARIS, 2010; BOSILKOVSKA et al., 2015). Por ter efeito
dose-dependente, em baixas concentragdes a vincristina imobiliza o aparelho mitético,
resultando em falha do processo de separacdo cromossomal. Em altas concentracfes, ha
ruptura e despolimerizacdo total dos microtibulos. A exposi¢cdo em longo prazo acaba por
produzir efeito citotoxico continuo (GIDDING et al., 1999). Estudos demonstram que, além
do seu efeito sobre os microtibulos, a vincristina pode se ligar diretamente ao DNA e a
cromatina, inclusive promovendo o afastamento de histonas (MOHAMMADGHOLI et al.,
2013), similar & doxorrubicina. Ainda, ha evidéncias de atuagdo também sobre a
topoisomerase |1, considerando que células resistentes a vincristina apresentam reduzida
expressao da enzima (SKLADANOWSKI et al., 2005).

Todavia, 0 uso da vincristina ocasiona o surgimento de efeitos adversos, sendo 0s mais
relevantes a mielosupressao e a neuropatia periférica. Efeito, este, possivelmente resultante da
perda de microtlbulos, interferéncia na ligacdo de proteinas motoras aos microtibulos,
diferencas na dindmica dos microtibulos, retracdo neuronal, reducédo da responsividade dos
neurbnios ou sua desmielinizacdo. J& as causas da mielosupressdo podem estdo relacionadas
ao bloqueio da mitose e proliferagdo das células de medula 6ssea de alta ciclagem (JORDAN
e WILSON, 2004).
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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, ha o
surgimento de resisténcia por parte dos tumores, seja esta intrinseca ou adquirida (AHMED et
al., 2014).

1.2 RESISTENCIA TUMORAL

Conforme Housman e colaboradores (2014), a resisténcia tumoral € um processo
conhecido onde tanto tumores quanto outras doencas param de responder aos tratamentos
farmacoldgicos. O mecanismo foi inicialmente descrito quando bactérias se tornaram
resistentes aos antibioticos. Atualmente, considera-se o processo de resisténcia um fendmeno
multifatorial que demanda atencdo tanto ao paciente quanto a doenca (ALFAROUK et al.,
2015) (Figura 3).

P-gp

— Absorgdo

Distribuigio
Nivel Macroscopico {
Metabolismo

Excrecio

Alimento

P-gp

Alteragdo na permanéncia

da droga na célula MRES

Nivel Microscopico  ——  Resisténcia evolutiva
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Figura 3. Esquema representativo dos fatores multiplos envolvidos na resisténcia
guimioterapica A resisténcia quimioterapica é um processo multifatorial, envolvendo niveis
macro, micro e mesoscopicos. Em nivel macroscépico, destaca-se fatores farmacocinéticos

como absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do, onde ja entram as bombas de efluxo
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vistas anteriormente (no mecanismo da doxo), que dificultam a absorcdo. Em nivel
microscopico 0s mecanismos de resisténcia multipla, bombas de efluxo e processos de
resisténcia a multiplos xenobidticos (adaptado de (ALFAROUK et al., 2015)).

O enfrentamento da resisténcia aos quimioterapicos pode ter dois lados; assim como as
células cancerigenas devem perder seus mecanismos de tolerancia para sofrerem os efeitos
dos farmacos, as células normais devem manter esses mesmos mecanismos para
permanecerem protegidas aos danos. Das células nessa Gltima categoria, destacam-se
principalmente as células da medula 6ssea, cuja destruicdo é um dos limitantes de dose nos
tratamentos de cancer. Sabendo que o tumor € composto naturalmente por células com
diferentes perfis de resisténcia a acdo da quimioterapia inicialmente destr6i a maioria das
células sensiveis as drogas, selecionando as mais resistentes. A medida que o tumor cresce, 0
tratamento tende a falhar visto que h&4 uma quantidade reduzida de células com sensibilidade,
gerando um tumor resistente (PERSIDIS, 1999). Os tumores podem apresentar diversos
mecanismos distintos de resisténcia aos farmacos, podendo ser eles intrinsecos e/ou
adquiridos (DAMIA e GARATTINI, 2014).

1.2.1 Mecanismos gerais

Diversos fatores celulares, vias metabdlicas e marcadores genéticos ou epigenéticos
estdo envolvidos no processo de resisténcia 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 Il (RODRIGO et al., 2011;
ALPSQOY et al., 2014), cMYC e cJUN (LIN et al., 2012; ZHUO et al., 2014) que sé&o
descritas em diversos tipos de tumores.

O mecanismo de Resisténcia a Multiplas Drogas (MDR, em inglés), amplamente
descrito, consiste na resisténcia tumoral a um determinado farmaco quimioterapico,
acompanhada pela resisténcia a outras drogas que nao necessariamente possuem estrutura ou
mecanismo de acdo similares. Os processos potencialmente envolvidos na MDR consistem
em inducdo de apoptose, inducdo de autofagia, regulacdo via celulas-tronco tumorais,
regulagdo de micro-RNAs, inducdo de hipdxia, reparo de dano ao DNA e regulacdo
epigenética (Figura 4) (WU et al., 2014).



17

Familia de
Transportadores
ABC

Regulacao Indugdo de
Epigenética Apoptose

Resisténciaa
Danoe Multiplas Inducdo de

reparo de :
F:)NA Drogas Autofagia

(MDR)

Células-
tronco
Tumorais

Indugdo de
Hipoxia

Figura 4: Principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento de MDR (adaptado de de
WU et al. (2014)).

A familia de transportadores ABC (ATP-Binding Cassette, em inglés), € um grupo de
48 proteinas transmembrana responsavel pelo efluxo das drogas para o exterior da célula. Trés
delas sdo amplamente descritas na literatura, e fazem parte do mecanismo de MDR:
Glicoproteina-P (Pgp. codificada no gene ABCBL1, 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 proteina MDR1
é frequentemente encontrada super-expressa em diversos tumores e também pode ter sua

expressdo alterada pelo tratamento quimioterapico (DAMIA e GARATTINI, 2014).
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Outro elemento importante encontrado em tumores, inclusive em Sarcoma de Ewing, é
a presenca de células-tronco tumorais. Séo células naturalmente quimioresistentes, capazes de
difundirem a resisténcia através da selecdo dessa linhagem via proliferagdo. Alguns
mecanismos foram propostos para elucidar a tolerancia quimioterapica, dentre os quais a
quiescéncia (baixa ciclagem, ou seja, reproducdo 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 (possiveis defeitos nos mecanismos de apoptose, ou exacerbacao
dos mecanismos de reparo), caracteristicas anti-apoptose (células tumorais inibem as vias de
apoptose expressando altos niveis de proteinas anti-apoptéticas), microRNAs (podem também
suprimir vias de apoptose, como a p53) e contribuicdo para o desenvolvimento de MDR,
aumentando e selecionando proteinas de efluxo e transportadores ABC (AHMED et al.,
2014).

1.2.2 Mecanismos especificos a doxorrubicina

Além dos processos de resisténcia comuns a diversos tipos de tumor, tanto a
vincristina quanto doxorrubicina podem induzir resisténcia especifica, conforme o sitio e o
mecanismo de acdo de cada droga. Os principais componentes envolvidos na resisténcia
especifica a doxorrubicina estdo descritos na Figura 5. No estudo, os experimentos foram
realizados em tumor mamario (células MCF-7) e as diferencas de expressao foram obtidas
comparando linhagens celulares ndo resistentes a linhagens celulares resistentes. A
especificidade dos processos a doxorrubicina foi evidenciada ao observar que a expressao
relativa dos genes da linhagem MCF-7 tratada com doxorrubicina foi 2,5 vezes superior

guando comparada a linhagem tratada com paclitaxel (VILLENEUVE et al., 2006).
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MECANISMOS ESPECIFICOS DA RESISTENCIA A DOXORRUBICINA : / i @

a) Genes super-regulados

ABCB1 CRYAB TOMM20 MDH2 ZFP361.2
FDFT1 LGALS3 CAV1 ABCG2 SAT STX3A
HLADRB4 MLL MAP3K8 HLADQBI GFIIB
POR CLU HISTIH2BC CRYAA NR4A1 BACHI

Vesicula
Intracelular

TUBATY

. 0o )
32
e
: ‘9 /
PO
v o
"
Peroxissomo
Colesterol
f
qualeno

b) Genes sub-regulados ,.v\"k
BCL2 CASP9 FVTI PCNA

APOPTOSE

CASPY ¥

NUCLEO

+
+ CRESCIMENTO

Figura 5: Vias envolvidas na sele¢do de resisténcia a doxorrubicina. Vias de apoptose em
azul, de crescimento e proliferacdo em verde e de transporte de drogas em rosa. Os genes em
negrito foram identificados por técnica de microarranjo e posteriormente confirmados por
gPCR ou immunoblotting. Os genes sublinhados foram apenas confirmados por qPCR ou
immunoblotting (adaptado de VILLENEUVE et al. (2006)).

1.2.1 Mecanismos especificos a vincristina

A vincristina, por atuar diretamente sobre a tubulina e os microndcleos, desencadeia
mecanismos especificos de resisténcia. Podem ser divididos em cinco categorias: mecanismo
MDR envolvendo o efluxo das drogas para o exterior da célula e consequente baixa
concentracdo citoplasmatica do farmaco; alteracdo direta da tubulina via mutagdes induzidas
pelo agente; aumento ou diminuicdo na expressao tanto de microtubulos e proteinas
associadas quanto da B-tubulina; alteracGes nos microtubulos relacionadas a outras proteinas
envolvidas de citoesqueleto, como y-actina, que podem influenciar a habilidade dos agendes
induzirem apoptose e defeitos nas vias de apoptose influenciam na resisténcia aos ALTS

(Figura 6). Ainda, a expressdo alterada da Blll-Tubulina pode ser associada a altos niveis de



agressividade (malignidade, potencial
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de metastase e baixa diferenciagdo tumoral) e

resisténcia quimioterapica em tumores. Ha evidencias do potencial da beta tubulina 111 como

fator de sobrevivéncia celular, visto que sua expressdo pode ser induzida em situacdes de

estresse tais como hipoxia e deprivacdo de, inclusive quando induzidos por farmacos

citotoxicos (KAVALLARIS, 2010).
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Figura 6: Mecanismos de resisténcia a agentes ligantes de tubulina (ALT). (adaptado de

KAVALLARIS (2010)).

Apesar da evolucédo significativa
sobrevida, a resisténcia aos farmacos

desafios da clinica do tumor.

no tratamento do Sarcoma de Ewing e aumento da

administrados continua sendo um dos principais
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2 JUSTIFICATIVA

O Sarcoma de Ewing, apesar de ser o segundo tipo mais comum de neoplasia de 0ssos
e tecidos moles em criancas e jovens adultos, € um tumor de rara ocorréncia. Nas publicacdes
do INCA de 2008 e 2012 no Brasil, ndo ha dados referentes ao tumor. Um levantamento feito
por um estudo nos Estados Unidos da America reportou 906 casos ocorridos em um periodo
de mais de 30 anos (ESIASHVILI et al., 2008). Consequentemente, estudos a cerca do tumor

ainda sdo pouco frequentes e grande parte da sua biologia nao foi elucidada.

Entretanto, sabe-se que diversos alvos moleculares s&o potenciais atuantes em vias de
tolerancia a quimioterapia em Sarcoma de Ewing, apesar de seus mecanismos ndo estarem
completamente esclarecidos. Dessa forma, um maior entendimento do papel desses alvos no
desenvolvimento da resisténcia tumoral pode contribuir para a elaboracdo de estratégias de
tratamento mais eficazes, que venham a proporcionar melhores desfechos na clinica dos

pacientes.

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a expressdo dos alvos moleculares relacionados a resisténcia tumoral de
farmacos quimioterapicos em linhagens celulares de Sarcoma de Ewing com e sem perfil de

resisténcia.

3.2 ESPECIFICOS

Buscar, através de revisdo literaria e mineracdo de dados, alvos moleculares

relacionados a resisténcia dos farmacos vincristina e doxorrubicina;

— Construir um banco de dados de resisténcia com os alvos moleculares validados

experimentalmente e enriquecido com informagdes de bases de dados onling;

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

resisténcia aos farmacos vincristina e doxorrubicina;

— A partir da extracdo de mMRNA e producdo de cDNA via RT-PCR, avaliar por gPCR a

expressao dos alvos moleculares nas linhagens celulares com e sem resisténcia.
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FIG. 1. Gene expression analysis of (A) CCAR1, (B) TUBA1A, (C) POLDIP2, (D) SMARCB1 and (E) SMARCA4.

The values represent the relative expression of genes in doxorubicin and vincristine resistant Ewing Sarcoma

cell line SK-ES-1 compared to non-resistant control. (1-way ANOVA; ** p < 0.005; *** p < 0.0005; **** p
< 0.0001).
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FIG. 2. Protein interaction network between genes involved in chemotherapic resistance. Genes selected for
this study are represented in red or green according to higher or lower relative mRNA expression,
respectively, between control and resistant ES cell line. Additionally, genes TOP2A and TOP2B were added
and interact with the network for being targets for doxorubicin (in pink/orange). Genes involved with
spliceosomal activity and EWS/FLI1 protein are in yellow. The network was constructed using STRING
Database version 10.5.
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ABSTRACT

Background: 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.

Procedure: 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.

Results: 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.

Conclusions: The results suggest involvement of repair pathways, SWI/SNF
chromatin remodeling, microtubule and spliceosomal activity processes in drug
resistance mechanisms in ES.

John Wiley & Sons
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INTRODUCTION

Ewing Sarcoma (ES) is a rare bone and soft tissue tumor with occurrence in
children and young adults. Approximately 20-25% of cases are metastatic at
diagnosis and survival rates are poor in the advanced setting."? The tumor has
a characteristic cytogenetic translocation of the EWSR1 (22q12) and FLI-1
(11924) genes in approximately 90% of tumors. The resulting fusion protein
EWS-FLI-1® is responsible for oncogene activation, inhibition of tumor
suppression, chromatin remodeling and epigenomic reprogramming.*®

Standard multimodality treatment consists of induction chemotherapy followed
by local control with surgery and/or radiotherapy and then consolidation
chemotherapy with multiple drugs. Active chemotherapy agents in the first line
setting include doxorubicin, vincristine, cyclophosphamide, etoposide and
ifosfamide. Treatment efficacy has reached a plateau after alkylater dose
intensification and interval compression of all active agents®’ in the last two
decades. The development of resistance to chemotherapy® is common and
remains as the main cause of treatment failure.® Cooperative groups have been
looking at different chemotherapy combinations, dose-intensifying
chemotherapy with bone-marrow transplantation , metronomic therapy and
other synergistic mechanisms associated with the EWS fusion protein role in
ES; however, these approaches have failed so far to improve survival rates in

clinical trials. "

Understanding the molecular mechanisms of chemotherapy resistance in ES
may shed light to developing new agents with improved synergy. Doxorubicin
belongs to the class of anthracyclines and acts in Topoisomerase Il poisoning,
creates double-strand DNA breaks, impairs DNA repair and supercoiling, which
affects several epigenetic processes.®'® Vincristine, a natural alkaloid
extracted from Vinca rosea, interferes with microtubules formation and stability

1415 In

through depolymerization, resulting in cell cycle arrest and apoptosis
addition to affecting chromatin stability’® by involvement in DNA binding and

histone eviction, the drug also affects Topoisomerase lla levels."”

John Wiley & Sons
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In this study, we data mined the literature for tumoral resistance associated with
drugs used in ES treatment, particularly doxorubicin and vincristine. Selected
genes involved in resistance processes were evaluated via real time PCR to
determine their role in ES.

METHODS

Data mining and refining

In order to select drug resistance genes, we searched for scientific tumoral
resistance literature for studies involving drugs doxorubicin and vincristine for all
tumor types. From an initial number of 240 genes, a database was catalogued
with only molecular targets validated through experimentation. Then, it was
further enriched with information from online tools, such as Drugbank, Gene
Ontology and Uniprot and finally, a set of five genes was selected for
evaluation.

Cell lines and treatment

Standard ATCC Ewing Sarcoma cell line, SK-ES-1, was cultured in RPMI
Medium-1640 (Gibco®, USA) supplemented with 10% bovine serum, 4mg/mL
gentamicin (Nova Farma, Brazil) and amphotericine B (Fungizone®, Invitrogen
Life Technologies, USA).

Resistance induction

For chemotherapy resistance induction, cells underwent treatment for 72 h, with
increasing drug concentration every two weeks, for a period of at least 10
weeks. Concentrations were 10, 20, 30, 40 and 50 mM for doxorubicin (Libbs,
Brazil) and 0.5, 1, 2, 3 and 4 nM for vincristine (Pfizer, USA). A third untreated

cell line served as control.®

John Wiley & Sons
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Cellular proliferation assay

SK-ES-1 cells were seeded at a density of 2.10* cells per well in 48-well plates.
After 24 h, they were treated with vincristine and doxorubicin, individually,
including control. Concentrations for this treatment were 10, 30 and 50 nM for
doxorubicin and 1, 3 and 5 nM for vincristine. The medium was removed after
72 h of treatment; cells were washed with PBS, detached with 0.25 % trypsin
solution no EDTA (Invitrogen, USA) and then counted via trypan blue exclusion
method in a hemocytometer.”™ Mean of three experiments for each dose was

utilized for calculations.

RNA extraction and cDNA synthesis

RNA was extracted using Trizol ® (Invitrogen, USA) according to manufacturer
protocol. cDNA was synthesized using RT-PCR kit Superscript TM Il First-
strand Synthesis Super Mix (Invitrogen, USA).

Real Time PCR conditions

Quantitative real time PCR was performed using AB 7500 system (Thermo
Fisher, USA), with positive and negative controls. Reactions were prepared with
KiCqStart® qPCR Ready Mix™ (Sigma Aldrich, USA), utilizing 0.5 uL sample
cDNA. Expression levels were evaluated utilizing 22" method, with GAPDH

used as housekeeping gene.

Statistical analysis

Statistical differences were analyzed using one-way ANOVA, with Sidak method
for multiple comparison tests. Experiments were conducted three times and in
triplicates. All statistical analyses were performed utilizing SPSS. Results were

considered statistically significant when p-value < 0.05.
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RESULTS

Data mining and gene selection

From our database, we selected the genes CCAR1, TUBA1A, POLDIP2,
SMARCA4 and SMARCB 1 for mRNA expression evaluation.

Drug resistance induction

Chemotherapy resistance was successfully induced for both doxorubicin and
vincristine in SK-ES-1 cell line. Doxorubicin resistance was evidenced at 10 and
30 nM concentrations and vincristine, at 3 nM concentration (Supplementary
Fig. S1).

Gene expression analysis

Gene expression analysis show there was a significant downregulation of
CCAR1 and TUBA1A in doxorubicin resistant cell line, with low expression of
TUBA1A also observed in the vincristine resistant cell line (Fig. 1A and Fig. 1B).
In contrast, POLDIP2 was found upregulated in both resistant cell lines (Fig.
1C). For SMARCB1 and SMARCA4, gene expression was upregulated in
doxorubicin resistant cell line related to control, although for vincristine,
SMARCA4 remained similar to its control. (Fig. 1D and Fig. 1E).

Protein network integration

For better integration and visualization of our results, we built a protein network
showing the interaction between the genes evaluated in this work, TOP2A

(DNA-topoisomerase |l alpha) as target of doxorubicin and genes directly

John Wiley & Sons

32

Page 10 of 18



Page 11 of 18

Pediatric Blood & Cancer

binding to EWS-FLI1 fusion protein in ES and related with spliceosomal activity
(Fig. 2).

DISCUSSION

ES is an aggressive bone and soft tissue tumor and resistance to chemotherapy
remains the main reason for treatment failure. In this study, we selected a group
of genes (TUBA1A, POLDIP2, SMARCA4, SMARCB1 and CCAR1) known in
other tumors to be involved in resistance processes for common drugs used in

ES treatment and validate their expression in resistant ES cells.

We demonstrate that TUBA1A expression levels were lower in resistant cell
lines when compared with the non-resistant cells, for both doxorubicin and
vincristine. The results are compatible with the drugs method of action, either by
interference in DNA replication or cell cycle interruption. Since vincristine is a
microtubule-depolymerizing agent, resistance may develop from alteration in
tubulin levels."™ Doxorubicin can interfere in TUBA1A levels, with lower gene
expression being involved in resistance maintenance?® and this corroborates to
our findings.

Furthermore, we observed upregulation of POLDIP2 in doxorubicin and
vincristine resistant ES cell line. POLDIP2 encodes a protein implicated in the
activity of translesional polymerases Pol A, Poln, Rev1 and Rev7. POLDIP2 can
also regulate the translesion synthesis polymerase and primer extension
activities of PrimPol, demonstrating its role in DNA damage tolerance.?' This
involvement in repair processes could explain increases in cell sensitivity to
oxidative stress when POLDIP2 is silenced.? In addition, it has an important
role in DNA replication/repair and regulation of reactive oxygen species and
participates in cytoskeletal reorganization as well as key pathways in cancer,
such as autophagy and cell cycle. 2 Other studies have shown that POLDIP2 is
found to be involved in vascular integrity and function,?* along with vascular
smooth cell migration and adhesion.?® There is evidence of its role in cell

viability, proliferation and cell cycle regulation in mouse.? All those processes
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are important in tumor development and survival, and its upregulation in drug
resistance cells may be contributing to increase tumor aggressiveness.

Both SMARCB1 and SMARCA4 are part of the SWI/SNF chromatin-remodeling
complex, which recruits TOP2A to DNA and leads doxorubicin-induced double-
strand breaks (DSB) and cell death (Fig. 2). The loss of the SWI/SNF complex
results in drug resistance, including DSB and repair pathways. % Dubey and
colleagues report that the knockdown of SMARCA4 and SMARCB1 leaded to
increase in resistance;? however, our results show high expression levels for
SMARCA4 and SMARCB1 in doxorubicin-resistant ES cell lines. This suggests
that ES may have a different landscape. The oncogenic EWS-FLI1 fusion
induces chromatin-remodeling patterns, stimulating or repressing enhancers
and establishing a modified oncogenic regulatory and interaction network that
could explain divergences in the drug resistance mechanism between different
tumors.?®

Moreover, our results agree with data from another study, where the loss of
SMARCB1 protein can be found in a very small percentage of ES patients and
this may interfere favorably in outcomes. Perhaps the combination of EWSR1
translocation with SMARCB1 loss may increase treatment susceptibility, or ES
specific therapy could have contributed with a favorable outcome for those
patients.?® Since this behavior is specific to ES, high expression levels found in
our results can be related to resistance development or greater tumor
aggressiveness post treatment.

CCAR1 is a biphasic regulator of cell growth and apoptosis and plays important
role in tumorigenesis in gastric cancer® and hepatocellular carcinoma.*
CCAR1 can target gene activation by estrogen receptor (ER) and glucocorticoid
receptor (GR) in breast cancer cells* and androgen receptor (AR) in prostate
cancer.®® A study has demonstrated that the aberrant fusion EWS-FLI1 alters
mRNA splicing in ES cells originating several protein isoforms implicated as an
oncogenic process® and CCAR1 is associated with spliceosomal activity (Fig.
2). Here we demonstrate an unexpected decrease in CCAR1 expression levels

for the doxorubicin resistant cell line, therefore, additional data is required to
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elucidate how this gene behavior in ES is related to chemotherapy resistance
and alternative splicing.

Although the genes selected in this study have different functions and are
involved in very diverse pathways, the integration network in (Fig. 2)
demonstrates there is a connection between those mechanisms. Therefore,
repair pathways, SWI/SNF chromatin remodeling, microtubule and spliceosomal
activity processes may be interacting to maintain drug resistance mechanisms
in ES. The EWS/FLI-1 fusion may also be modifying the tumor environment,
changing the behavior of genesin ES

In summary, our results demonstrate there are differences between resistant
and non-resistant SK-ES-1 cell line for this set of genes, suggesting their
involvement in the resistance development mechanism. Gene knockout assays
and resistance pathways evaluation may be the next step for validation of their
role and further analysis utilizing patient's samples along with standard cell lines
are encouraged.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1. Gene expression analysis of (A) CCAR1, (B) TUBA1A, (C) POLDIP2,
(D) SMARCB1 and (E) SMARCAA4. The values represent the relative expression
of genes in doxorubicin and vincristine resistant Ewing Sarcoma cell line SK-
ES-1 compared to non-resistant control. (1-way ANOVA; ** p < 0.005; *** p <
0.0005; **** p < 0.0001).

FIG. 2. Protein interaction network between genes involved in chemotherapic
resistance. Genes selected for this study are represented in red or green
according to higher or lower relative mRNA expression, respectively, between
control and resistant ES cell line. Additionally, genes TOP2A and TOP2B were
added and interact with the network for being targets for doxorubicin (in
pink/orange). Genes involved with spliceosomal activity and EWS/FLI1 protein
are in yellow. The network was constructed using STRING Database version
10.5.

SUPPLEMENTARY FIG. S1. Chemotherapic resistance after induction protocol
(R=Resistant, NR=Non-resistant). Evidence of resistance is shown at
concentrations of 10nM and 30nM for doxorubicin and 3nM for vincristine.
Values are percentage of survival of resistant vs. non-resistant SK-ES-1 cell
lines. (2-way ANOVA; ** p < 0.005; *** p < 0.0005; **** p < 0.0001)
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5 DISCUSSAO GERAL

O Sarcoma de Ewing é o segundo tipo mais frequente de neoplasia de 0ssos e tecidos
moles em criangas e jovens adultos. A doenca pode se apresentar apenas de forma localizada
ou possuir um perfil metastatico agressivo, que frequentemente desenvolve resisténcia aos
quimioterapicos utilizados no tratamento. Ainda que a quimioterapia tenha proporcionado
crescente melhora na sobrevida dos pacientes, a tolerancia aos farmacos é um problema
constante, muitas vezes resultando em falha terapéutica nos casos metastaticos. Por esse
motivo, a busca por alternativas de tratamento capazes de contornar ou evitar o surgimento da

resisténcia tem se tornado cada vez mais importante.

O presente estudo se propds a definir e analisar potenciais alvos terapéuticos
envolvidos em processos de resisténcia quimioterapica em Sarcoma de Ewing. Para isto,
realizamos uma mineracdo da literatura quanto a resisténcia a doxorrubicina e vincristina,
independentemente do tipo de tumor. Posteriormente, geramos um banco de dados composto
pelos genes encontrados na mineracao que foram validados experimentalmente. O banco de
dados foi enriquecido com informacdes de bases online como Drugbank, Gene Onthology e
Uniprot. Selecionamos entdo os genes TUBALA, POLDIP2, CCAR1, SMARCA4 e
SMARCB1 como alvos de estudo.

Fomos bem sucedidos na inducdo de resisténcia quimioterapica em linhagens SK-ES-
1, de Sarcoma de Ewing. O protocolo consiste na exposicdo constante e gradual das linhagens
aos farmacos, em um periodo minimo de 10 semanas, utilizando concentra¢des 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).
Sdo0 mantidas trés linhagens simultaneas, uma para cada quimioterapico e uma sem
tratamento, a ser utilizada como controle. Concluido o protocolo, a resisténcia € avaliada em
um ensaio de proliferacdo celular, onde as células de cada linhagem sdo plaqueadas em placas
de 48 pocos. Apo6s 24 horas, as células sdo tratadas novamente com os farmacos por um
periodo de 72 horas em doses de 10, 30 e 50 nM para doxorrubicina e 1, 3 € 5 nM para
vincristina. Nessa etapa, 0 controle recebe tratamento para ambas as drogas, separadamente,
originando uma linhagem de controle para cada farmaco. Ao término o tratamento, as células
sdo analisadas através do método de exclusdo com azul de Tripan (HEINEN et al., 2016),
utilizando um hemocitdmetro. A partir desta tecnica, foi possivel observar uma maior
sobrevivéncia celular das linhagens submetidas ao protocolo de indu¢do quando comparadas a

linhagens de controle, evidenciando o desenvolvimento da resisténcia aos quimioterapicos.
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Para explicar os resultados de anlise dos niveis de expressdo de mRNA de uma forma
integrada, foi construida uma rede de interagdo proteina-proteina (fig. 7). Nela, é possivel
observar que 0s genes SMARC estdo ligados ao complexo SWI/SNF de remodelamento da
cromatina, POLDIP2 ao reparo de dano ao DNA, CCAR1 a atividade de
spliceossoma/splicing alternativo, TUBAL1A nas fungdes de microtibulo e a TOP2A

integrando as redes como alvo da doxorrubicina.
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Figura 7: Rede de interacdo proteina-proteina entre genes com expressao alterada em células
resistentes a doxorrubicina em Sarcoma de Ewing. Para a montagem da rede, foram incluidos
0s 5 genes selecionados nesse estudo (em verde ou vermelho, conforme os niveis de
expressao), 3 genes que interagem diretamente com a fusdo EWS-FLI (em amarelo) e a
TOP2A, por ser alvo da doxorrubicina (em laranja). A rede foi construida utilizando o

software STRING Database, versao 10.5.
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Recentemente, foi demonstrado que a POLDIP2 pode recrutar diversas polimerases de
sintese translesdo para reparo dos danos ao DNA. Conforme a fidelidade das sub-unidades a
lesdo, o reparo pode ser propenso a gerar erros. Unidades como a Primpol tem maior
fidelidade, enquanto as polimerases Pol 4, Pol n, Revl 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 acdo da doxorrubicina. Esses achados contribuem
para evidenciar o envolvimento do gene em processos de reparo de dano ao DNA. Ainda,
diversos estudos sugerem que o0 gene POLDIP2 desempenha um papel importante na
manutencdo da funcdo e integridade vascular (SUTLIFF et al., 2013), assim como migracao e
adesdo celular (DATLA et al., 2014). Em modelos animais, foram observados envolvimento
na viabilidade celular, proliferacéo e regulacédo de ciclo celular (BROWN et al., 2014). Como
esses processos sao de vital importancia para o desenvolvimento e sobrevivéncia tumoral, e
considerando que niveis elevados da expressdo do gene foram encontrados na linhagem
resistente de Sarcoma de Ewing, sugere-se uma relacdo entre 0S mecanismos responsaveis

pela agressividade do tumor e o desenvolvimento da resisténcia quimioterapica.

Observamos reducao nos niveis de expressao do gene TUBALA compativeis com o
efeito desestabilizador da vincristina sobre os microtibulos e com um mecanismo de
resisténcia ja detalhado para a droga, de alteracdo nos niveis de expressdo da tubulina (HUZIL
et al., 2007). Apesar de ndo ser seu principal método de acdo, a doxorrubicina também pode
influenciar nos niveis de tubulina. Em um estudo realizado por Villeneuve e colaboradores
(2006), células de tumor mamario resistentes a doxorrubicina foram comparadas a células
ndo-resistentes via ensaio de miniarranjo e qPCR, onde constataram redugdo nos niveis de
expressdo do gene da tubulina nas linhagens resistentes do tumor. Dessa forma, nossos
resultados de baixa expressdo do gene TUBALA em linhagens SK-ES-1 resistentes a
doxorrubicina sdo 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 resisténcia a doxorrubicina em cancer de mama
(WIJDEVEN et al., 2015; DUBEY et al., 2016). Entretanto, considerando que no0SsoS
resultados indicam o aumento da expressdo dos genes, o cenario em Sarcoma de Ewing pode
ser diferente dos demais tumores. Uma das possiveis explicagbes pode ser a presenca da

proteina de fusdo EWS/FLI-1. Ao ativar oncogenes e suprimir repressores tumorais, em
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conjunto com o remodelamento da cromatina, a translocagdo estabeleceria uma rede
regulatéria diferenciada em Sarcoma de Ewing. Considerando que os genes SMARC fazem
parte da familia SWI/SNF, cuja funcdo inclui remodelamento de cromatina e recrutamento da
TOP2A em sitios com elevada taxa de quebra dupla de DNA, essa pode ser a causa da
divergéncia nos mecanismos de resisténcia 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 possivel que a
combinagdo da perda do gene com a translocagio EWS/FLI-1 esteja aumentando a
susceptibilidade ao tratamento. Portanto, os niveis elevados de expressdo encontrados nas
linhagens SK-ES-1 podem estar representando o desenvolvimento da resisténcia a

doxorrubicina e 0 aumento da agressividade tumoral pos-tratamento.

O gene CCARL apresenta grande variacdo em tumores, conforme a célula que o
expressa (MUTHU et al., 2015). Em cancer gastrico, sua expressdo é necessaria para a
sobrevivéncia, proliferacdo e aumento da carcinogénese (CHANG et al., 2017). Em cancer de
préstata, é necessario para o crescimento celular, atuando como mediador da transcri¢do de
receptores de androgénio (SEO et al., 2013). J& em tumor mamario, a expressdo do gene é
necessaria para apoptose induzida por quimioterdpicos, além de desempenhar um papel na
ativacdo de receptores de estrogénio e glucocorticoides, demonstrando envolvimento no
crescimento hormonio-dependente (KIM et al., 2008). No carcinoma hepatocelular, altos
nives de expressdo do CCAR1 estdo relacionados a invasdo microvascular, metastase e
recidiva (CHERIYAN et al., 2016). Entretanto, 0 gene CCAR1 atua diretamente com um
complexo de atividade de spliceossoma envolvido com genes que, por sua vez, interagem com
a proteina de fusdo EWS/FLI-1. A combinacdo dos genes com a fusdo origina uma série de
isoformas de proteinas oncogénicas responsaveis pelo fendtipo do Sarcoma de Ewing
(SELVANATHAN et al., 2015). Visto que nossos resultados apontam uma baixa expressao
do gene na linhagem resistente a doxorrubicina, e que o aumento dos niveis do gene sao
requeridos para a sobrevivéncia do tumor, estudos adicionais sdo necessarios para entender a
relacdo do CCARL com o desenvolvimento da resisténcia tumoral em Sarcoma de Ewing,
considerando que o0 gene pode apresentar um comportamento diferente na biologia desse

tumor.

Através deste estudo, foi possivel induzir a resisténcia quimioterapica tumoral em

linhagens de Sarcoma de Ewing aos farmacos doxorrubicina e vincristina. Entretanto, é
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importante esclarecer os efeitos do tratamento na expressdao dos alvos em linhagens sem
resisténcia. Considerando que o protocolo de inducédo de resisténcia é dispendioso de tempo e
recursos, essa avaliacao possibilita verificar se as células ja exibem comportamento resistente
a partir do primeiro tratamento e, consequentemente, evitar a necessidade do procedimento de

inducéo.

Ensaios adicionais de validacdo dos genes por knockout ou silenciamento séo
necessarios para validagdo do envolvimento dos alvos no processo de resisténcia. Ainda, a
avaliacdo das vias dos processos de apoptose, transportadores de efluxo, crescimento,
diferenciacédo e células-tronco tumorais podem ajudar a esclarecer seu papel junto aos genes

no desenvolvimento de tolerancia aos farmacos em Sarcoma de Ewing.

Os mecanismos de resisténcia tumoral sdo numerosos, complexos e estdo longe de
serem completamente esclarecidos. Ainda que nossos resultados sugiram o envolvimento dos
genes no processo de resisténcia a doxorrubicina e vincristina em Sarcoma de Ewing,
futuramente, para esse estudo, a inclusdo de amostras de pacientes, assim como a utilizacéo de
ferramentas de bioinformatica para a selecdo de um maior numero de alvos, pode ajudar a
compreender melhor esses processos, possibilitando o desenvolvimento de terapias

alternativas mais seguras e eficazes no tratamento do tumor.

6 CONCLUSOES
Neste estudo, foi possivel:

e Criar uma base de dados de resisténcia, contendo genes potencialmente envolvidos em

processos de tolerancia quimioterapica em tumores;

e Induzir resisténcia aos farmacos doxorrubicina e vincristina em linhagem celular SK-

ES-1 de Sarcoma de Ewing;

e Observar alteracdes de expressdo nos niveis do gene TUBALA compativeis com 0s

mecanismos de a¢do dos farmacos;

e Avaliar os genes SMARCA4 e SMARCBL, demonstrando que possuem variagdo de
expressao conforme o tumor envolvido. Os resultados encontrados indicam que pode
haver envolvimento desses alvos no processo de resisténcia de Sarcoma de Ewing, que

difere dos demais tumores devido a presenca da proteina de fusdo EWS/FLI-1;
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Analisar a expressdo do gene CCARL1, onde encontramos baixos niveis de expressao
embora os resultados ndo tenham sido conclusivos, considerando que ha grande
variabilidade do gene conforme o tipo celular e a expressdo desse alvo geralmente é

requerida para a evolucdo em diversos tipos de tumor;

E, quantificar os niveis de POLDIP2 encontrados elevados nos experimentos,
indicando uma relacéo entre o desenvolvimento de resisténcia e processos de reparo,

estresse oxidativo, vascularizagdo, migracgéo e proliferacédo celular e invaséo tumoral
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