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RESUMO

Introducédo: O céncer de cabeca e pescogo (CCP) € o sexto tipo tumoral mais incidente
no mundo com aproximadamente 600.000 novos casos anualmente. Mesmo com
avangos no tratamento, apresenta baixa taxa de sobrevida, que esta relacionada com a
presenca de celulas-tronco tumorais (CTTs), uma subpopulacdo celular resistente a
quimio e radioterapia, favorecendo a progressdo tumoral. Uma proteina importante
envolvida nesse processo é a Tropomiosina Relacionada a Quinase B (TrkB), capaz de
ativar vias de proliferacdo como a do Kirsten Rat Sarcoma (KRAS). KRAS ativado por
TrkB leva a sobrevivéncia celular, angiogénese e ativacdo do Fator Induzido por
Hipoxia (HIFLA), uma subunidade capaz de estimular a transcricdo de genes ligados a
malignidade. Objetivos: Identificar e isolar CTTs de duas linhagens celulares de CCP
(SCC-28- cancer de laringe e FADU-cancer de faringe); avaliar a expressdo dos genes e
proteinas NTRK2-TrkB, KRAS e HIF1IA em CTTs e ndo-CTTs dessas linhagens.
Material e Métodos: As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM
suplementado e posteriormente caracterizadas e separadas por citometria de fluxo
utilizando o biomarcador Aldeido Desidrogenase (ALDH) pelo equipamento FacsAria.
Os ensaios de invasdo, migracdo e formacdo de esferas tumorais foram realizados para
validar a separacdo das populacGes de CTTs e ndo-CTTs. A expressdo génica foi
realizada pela técnica de Real-Time PCR e a expressao proteica pela técnica de Western
Blotting. Resultados: O biomarcador ALDH foi eficiente para identificar e isolar CTTs
das duas linhagens celulares avaliadas. As CTTs apresentaram maior capacidade de
invadir (SCC-28 p=0,0097, FADU p=0,0029) e migrar (SCC-28 p=0,0253, FADU
p<0,0001) quando comparadas com as nao-CTTs. Também foi possivel observar a
maior capacidade de formacdo de esferas tumorais para as CTTs da linhagem celular
SCC-28 (p=0,0030) com relacdo as ndo CTTs, entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significante para a FADU (p=0,5810). Na linhagem SCC-28
demonstrou-se expressdo génica aumentada de KRAS (p=0,0002) nas CTTs quando
comparadas as ndao-CTTs, entretanto essa diferenca estatisticamente significante nédo
ficou evidente para o gene HIF1A (p=0,0730), e ndo foi possivel detectar a expressdo
génica do NTRK2. Na linhagem FADU, as CTTs apresentaram expressao génica
aumentada de NTRK2, KRAS e HIF1A (p<0,0001, p=0,0005 e p<0,0001



respectivamente) comparadas as ndo-CTTs. Na analise de expressdo proteica, observou-
se aumento de expressdo de TrkB, KRAS HIF1A nas CTTs das linhagens SCC-28
(p=0,0001, p=0,0004 e p=0,0007, respectivamente) e FADU (p=0,0064, p=0,0156 e
p=0,0103, respectivamente) quando comparadas com ndo-CTTs. Conclusdo: O
biomarcardor ALDH pode ser utilizado para identificar e isolar CTTs do CCP e esta
populagdo celular apresenta maior capacidade de invadir, migrar e formar esferas
tumorais. Os genes e proteinas NTRK2, KRAS e HIF1A apresentam expressdo
aumentada nas CTTs quando comparadas com ndo-CTTs, podendo ser alvos

promissores para o desenvolvimento de novas terapias contra o cancer.



ABSTRACT

Introduction: Head and neck cancer (HNC) is the sixth most prevalent tumor type
worldwide with approximately 600.000 new cases annually. Even with advances in
treatment, it has a low survival rate, which can be explained by the presence of cancer
stem cells (CSCs), a cell subpopulation resistant to chemo and radiotherapy, favoring
tumor progression. Another important structure involved in this process is Tropomyosin
Related Kinase B (TrkB), able of activating proliferation pathways such as Kirsten Rat
Sarcoma (KRAS). TrkB-activated KRAS leads to cell survival, angiogenesis and
activation of the Hypoxia-Induced Factor (HIF1A), a subunit capable of stimulating
gene transcription. Objectives: To identify and sorting CSCs from two CCP cell lines
(SCC-28- laryngeal cancer and FADU-pharyngeal cancer); to evaluate the expression of
NTRK2-TrkB, KRAS and HIF1A genes and proteins in CSCs and non- CSCs of these
both cell lines. Material and Methods: The cell lines were cultured in supplemented
DMEM and later separated by flow cytometry using the biomarker Aldehyde
Dehydrogenase (ALDH) by the FacsAria equipment. The invasion, migration and
formation spheres assays were performed to confirm the effectiveness of sorting. Gene
expression was performed using the Real-Time PCR technique and protein expression
using the Western Blotting technique. Results: The ALDH biomarker was efficient to
identify and isolate CSCs from the two cell lines evaluated. CSCs showed greater
capacity to invade (SCC-28 p=0.0097, FADU p=0.0029) and to migrate (SCC-28 p =
0.0253, FADU p <0.0001) when compared with non-CSCs . It was also possible to
observe the greater capacity of tumor spheres formation for CTTs of the SCC-28 cell
line (p=0.0030) compared to non-CTTs, however there was no statistically significant
difference for FADU (p=0.5810). In the SCC-28 cell line, increased KRAS gene
expression (p=0.0002) was shown in CSCs when compared to non- CSCs, however this
statistically significant difference was not evident for the HIF1A gene (p=0.0730) and it
was not possible to detect NTRK2 gene expression. In the FADU cell line, CSCs
showed increased gene expression of NTRK2, KRAS and HIF1A (p<0.0001, p=0.0005
and p<0.0001 respectively) compared to non-CSCs. In protein expression analysis,
increased expression of TrkB, KRAS HIF1A was observed in CSCs of SCC-28 cell line
(p=0.0001, p=0.0004 and p=0.0007, respectively) and FADU (p=0.0064, p=0.0156 and
p=0.0103, respectively) when compared with non-CSCs. Conclusion: The biomarcardor



ALDH can be used to identify and isolate CSCs from the HNC and this sub-population
has a greater capacity to invade, migrate and form tumor spheres. The NTRK2, KRAS
and HIF1A genes show increased expression in CSCs when compared to non-CSCs, and

can be promising targets for the development of new therapies against cancer.
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1. INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) inclui tumores localizados na regido dos
labios-cavidade oral, glandula salivar, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe, laringe e
tireoide (1) com aproximadamente 600.000 novos casos por ano (2). Somando todos 0s
sitios anatdmicos acometidos pelo CCP, este passa a ocupar o terceiro lugar em
incidéncia mundial, sendo que 796.922 dos casos sdo em homens e 657.966 em
mulheres (3). A taxa de mortalidade entre os homens ¢é de 348.307 individuos, sendo 0s
canceres de labios-cavidade oral e de laringe os de maior frequéncia; ja entre as
mulheres a taxa de mortalidade é de 138.071 individuos, sendo labios-cavidade oral e
glandula tireoide os mais frequentes (3).

No Brasil, os tumores de cabeca e pescoco mais incidentes na populacdo
masculina sdo o de labios-cavidade oral e laringe, e representam também a maioria dos
Obitos. Na populacdo feminina, o cancer mais incidente é o de glandula tireoide,
entretanto a maior taxa de mortalidade é representada pelo cancer de labios-cavidade
oral (4). Alguns dos principais fatores etiolégicos do CCP sdo: radiacdo solar, ma
higiene bucal, excesso de gordura corporal, ma alimentacdo, dietas ricas em gorduras e
ferro ou pobres em vitaminas A, E, C, B2 e proteinas, mau uso da voz, infeccdes por
fungos, infeccdo pelos virus Papiloma Virus Humano (HPV) e Epstein Barr (4-6).

No CCP, foi visto que ha mutacdo de 50-100 genes que sdo considerados
responsaveis por direcionar a tumorigénese, entretanto alguns deles estdo mutados em
uma frequéncia baixa e as consequéncias desta mutacdo ainda ndo sdo conhecidas (7).
Os principais fatores genéticos e moleculares associados ao CCP envolvem a ativagdo
de oncogenes e inativagdo de genes supressores de tumor como H-Ras, c-myc, ciclina

D1,EGFR, pl4, p16, p21 e TP53 (7, 8).
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Apesar de avancos no tratamento para este tipo de cancer, ndo houve uma
melhora significativa na taxa de sobrevida dos pacientes com essa doenca nos Ultimos
anos. A baixa taxa de sobrevida ocorre devido a recidiva loco-regional do tumor e a
formacdo de metéstases (9). Uma explicacdo € a existéncia de uma pequena populacéo
de células-tronco tumorais (CTTSs) resistentes a radioterapia e quimioterapia, que torna o
tratamento ineficaz e permite que o tumor reapareca (10). As CTTs s&o caracterizadas
pela sua capacidade de autorrenovagdo, diferenciagdo e tém um importante papel na
iniciacdo e progressdo do cancer (11, 12). Essas células possuem inimeros mecanismos
intrinsecos de resisténcia aos quimioterapicos convencionais e a radioterapia, 0 que
permite a resisténcia das CTTs aos tratamentos tradicionais, causando recidiva tumoral
e metastases (13).

As CTTs podem ser identificadas utilizando alguns biomarcadores especificos
como CD44, CD117, CD133 e Aldeido Desidrogenase (ALDH) (14, 15) e estdo
relacionadas a um progndstico ruim. Os processos envolvidos com a autorrenovacéo
dessas células encontram-se desregulados e promovem assim o crescimento do tumor
(16). Entretanto, a importancia carcinogénica e bioldgica das CTTs ainda ndo estdo bem
definidas em CCP, assim novos estudos com estas células podem levar a tratamentos
mais eficazes para reduzir o potencial metastatico no CCP (9).

Uma importante proteina envolvida no processo de progressdo tumoral é o
receptor Tropomiosina Relacionado a Quinase B - TrkB (Tropomyosin-Related Kinase
B), um membro da familia de receptores da neurotrofina, que é ativado pelo fator
neurotrofico derivado do cérebro — BNDF (Brain-derived neurotrophic factor) e, em
menor grau, pelas neurotrofinas 3 e 4 (NT-3 e NT-4) (17). Como receptor de tirosina
quinase, o TrkB ativa diversas cascatas de sinalizacdo downstream que induzem a

proliferagdo celular e mecanismos essenciais a sobrevivéncia, através das vias da
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Protein kinase B (PKB), também conhecida como AKT, da via do transdutor de sinal e
ativador de transcri¢cdo 3 (STAT3- Signal transducer and activator of transcription 3) e
via mitogeno ativado por proteina quinase (MAPK -Mitogen activated protein kinases)
(18).

Vérias evidéncias sugerem que o TrkB atua como um regulador chave da
oncogeénese e da progressdo de diversos modelos tumorais (19) como mama, pulmao,
neuroblastoma, colorretal, leucemia, cancer cervical, de vesicula biliar, gastrico, renal,
esdfago, sarcoma de Ewing e também o céncer de cabega e pescogo (20-35).

Além disso, o TrkB estd envolvido no processo de Transicdo Epitélio-
Mesenquimal (EMT) (36) e sua alta expresséo confere as células tumorais uma grande
capacidade de invasdo, migracdo e aumento das atividades proliferativas (23). A
resisténcia as drogas (35) e resisténcia a morte celular por perda de adesdo (anoikis)
também é uma caracteristica presente em tumores com alta expressdo desse receptor
(29).

O BDNF induz a dimerizacdo do TrkB, ativando o dominio da tirosina quinase,
levando a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo, que por sua vez, ativa as principais
vias de sinalizacéo reguladas por fatores de crescimento como a via MAPK e a via da
Fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) por meio da ativacdo de membros da familia Rat

Sarcoma (RAS) (37) como demonstrada na Figura 1.



Introducéo 20

GRB2
REE
TRKB e
) _—
RAF PI3K
¥ ¥
MEK AKT
v v
ERK mTYOR
N v

Transcricao

Proliferacdo Celular Angiogénese

Sobrevivéncia Celular Inibi¢do da Apoptose

Metastase

Figura 1: Visdo esquematica da sinalizacdo dos receptores TrkB. A fosforilacédo leva a
ativacdo da cascata de sinalizacdo da proteina quinase ativada por Ras-mitdgeno
(MAPK), que promove a diferenciacdo e crescimento de células através da MAPK /
ERK quinase (MEK) e cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e para a ativagdo da
cascata de fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K), que promove a sobrevivéncia e
crescimento de células através do aglutinante associado a Ras, por meio do sitio da
proteina adaptadora SHC. BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro; GRB2, fator
de crescimento proteina 2 ligada ao receptor; MEK, proteina quinase ativada por
mitogénio; PI3K, fosfatidilinositol-3-kinase; RAS, sarcoma quinase de rato; SHC, Src
homologia 2 dominio contendo; SOS, “Son of Sevenless” (Adaptado de Minichiello,
2009 e Amatu, Sartore-Bianchi & Siena, 2016).

O gene Ras (rat sarcoma) compreende uma familia de genes composta por trés
membros (isoformas), 0 HRAS, NRAS e KRAS, sendo este Gltimo o mais importante
(38). Mesmo sem estimulo de fatores de crescimento, KRAS, quando mutado, é capaz de

ativar vias que levam a sobrevivéncia e ao aumento da proliferacdo celular (39, 40).
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Este gene codifica pequenas GTPases, ativadas indiretamente via estimulo externo,
como por exemplo, por meio de ligagdo com receptores de tirosina quinases (41).

Todos os membros da familia RAS estdo envolvidos na formagdo e progressao
do céncer e mutagdes levando a ativacdo do RAS sdo encontradas em cerca de 30% das
neoplasias (42). Mutacdo no KRAS tem sido associada ao aumento da tumorigenicidade
e a um prognaostico ruim, o que o torna um atrativo alvo terapéutico para diferentes tipos
tumorais (43, 44).

Quando ocorre um aumento exacerbado na proliferagdo celular, uma maior
demanda de oxigénio é necessaria para garantir a sobrevivéncia das células, e em
condigdes de hipoOxia, ha a ativagcdo do fator induzido por hipoxia (HIF1-Hypoxia
Inducible Factor 1). O HIF-1 é um fator de transcricdo heterodimérico composto por
duas proteinas basic helix-loop-helix: HIF1A (Hypoxia Inducible Factor 1 A) e HIF1B
(Hypoxia Inducible Factor 1 B). Acredita-se que a ativacao deste gene pode promover a
formacédo de novos vasos e afetar a invasao e metéstase pela via STAT3-p-STAT3-HIF-
1A-VM (45).

A alta expressdo de HIF1A esté associada ao grau de malignidade histologica do
tumor, recorréncia tumoral, metastase e também com o estégio clinico avangado de uma
grande variedade de canceres (46-48). HIF1A também pode levar aumento da expressao
de proteinas como N-caderina, Vimentina e diminuicdo de E-caderina (proteinas
envolvidas no processo de transicdo epitélio-mesenquimal), conferindo maior
mobilidade as células do céancer, além de aumentar a expressdo de CD44, ALDH
(biomarcadores de CTTs) e a ativacdo do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF — Vascular Endothelial Growt Factor), fator de crescimento responsavel pela
formacgé@o de novos vasos sanguineos, processo denominado de angiogénese, podendo

ocasionar metastase (49) como mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Demonstracdo do processo de formacdo de novos vasos através da producao
de fatores angiogénicos. A) o tumor em estagio inicial, ndo vascularizado. B) Aumento
da massa tumoral e maior necessidade de oxigénio. Em condicdo de hipdxia, hd a
ativacdo de vias que levam a producdo e liberacdo de fatores angiogénicos. C)
Formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos existentes nas regides proximas
ao tumor, levando oxigénio e nutrientes. D) Chegada de células tumorais na corrente
sanguinea, possibilitando o surgimento de tumores secundarios advindos de células do
tumor inicial. Adaptado de Feron, 2018 (50).

Com base nos dados levantados, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
expressdo dos genes e proteinas NTRK2-TrkB, KRAS e HIF1A em células-tronco
tumorais do cancer de cabeca e pescoco. O entendimento dos fatores genéticos e
moleculares das CTTs pode contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes
no combate ao cancer, além da identificacdo de novos biomarcadores para este modelo
tumoral, proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes acometidos por

esta neoplasia.
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2. OBJETIVOS

- Identificar e isolar células-tronco tumorais (CTTs) e células tumorais nédo
tronco (ndo-CTTs) de duas linhagens celulares (SCC-28 — carcinoma de laringe e
FADU - cancer de faringe) utilizando o biomarcador ALDH;

- Avaliar a expressdo dos genes NTRK2, KRAS e HIF1A em células-tronco
tumorais e em células tumorais ndo tronco de cancer de cabeca e pescoco;

- Avaliar a expressdo das proteinas TrkB, KRAS e HIF1A em células-tronco

tumorais e em ceélulas tumorais ndo tronco de céncer de cabeca e pescogo



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Sdo Jose do Rio Preto — FAMERP, de acordo com as
Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos, Resolucdo 466/12 do
Ministério da Saude (Parecer n°® 903.775 e CAAE n° 37632114.9.0000.5415). Foram
avaliadas duas linhagens celulares de cabeca e pescoco (SCC-28 — cancer de laringe e
FADU - cancer de faringe). As linhagens celulares ja se encontravam armazenadas no

laboratdrio. A metodologia utilizada no presente trabalho esta detalhada na Figura 3.

LINHAGENS CELULARES -
SCC-28 E FADU - CULTIVO E MANUTENGAO CELULAR
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Figura 3: Diagrama com o resumo da metodologia utilizada para a elaboragdo do
presente estudo.
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3.1. Cultivo e manutencéo de células tumorais de cabega e pesco¢o

As células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (T-25) contendo
meio de cultura DMEM (dulbecco's modified eagle médium), suplementado com soro
fetal bovino (SFB) (Bovine Calf Sera, GibcoTM, Invitrogen Corporation, Burlington,
Canada), Ham’s Nutrient Mixture F12 (HAMF-12, Sigma-Aldrich Co.),
Antibidtico/Antimicotico (AB/AM) - 1% de Penicilina, Streptomicina e anfotericina B
(Gibco™) e 1 mL L-Glutamina por tempo necessério para a multiplicacio e obtencéo

de nimero suficiente de células para separacdo (aproximadamente 2,0x10°).

3.2. Separacao celular por Citometria de Fluxo (FACS)

Foram realizadas a identificacdo e isolamento das populacdes de células
marcadas com ALDH+ e ALDH- das duas linhagens celulares por meio de citometria

de fluxo em equipamento Cell Sorting BD FACSAria Fusion (BD Biosciences).

3.3. Cultivo de esferas tumorais

O potencial de formacdo de esferas tumorais das células ALDH+ e ALDH- foi
avaliado por meio do cultivo celular em frascos de baixa aderéncia (Ultra-low
Attachment plates) (Corning) As linhagens foram plagueadas a uma densidade de 1x10*
células, incubadas em meio DMEM, sem SFB, suplementado com AB/AM 1%, a 37°C,
com CO2 a 5%, em atmosfera umidificada por 120 horas (5 dias). O ensaio foi
fotografado logo ap6s as células serem plaqueadas (0 horas) e apds o término do
periodo de incubacdo (120 horas). Ao final, as esferas tumorais foram contadas com a
utilizacdo do ImageJ (versdo 4.0) e as analises estatisticas foram realizadas para

comparagao entre os grupos ALDH+ e ALDH-.
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3.4. Ensaio do potencial de invaséo celular

Neste ensaio foi utilizada uma camara de invasdo em Matrigel (Becton e
Dickinson) para avaliagdo do potencial de invasdo das CTTs e ndo-CTTs. 1x10* células
foram cultivadas sobre o inserto com 300 pL de meio DMEM sem SFB e na parte
inferior da camara foram acrescentados 750 pL meio DMEM suplementado com SFB
10%, em triplicata. As células plaqueadas nos insertos foram incubadas a 37°C por 24
horas e, as células que passaram pela matriz de gel foram fixadas com formaldeido 4%
por 20 minutos, desidratadas com etanol 100%, coradas com Giemsa ou Violeta Cristal
e fotografadas em quatro diferentes campos, utilizando-se microscopio invertido, em
aumento de 100x. As células foram contadas com o auxilio do Software ImageJ (versao

4.0).

3.5. Ensaio do potencial de migragéo celular

Os procedimentos seguidos para o ensaio do potencial de migracdo foram o0s
mesmos descritos no ensaio de potencial de invasdo, entretanto, a cAmara de migracao

ndo possui matriz de gel.

3.6. Expressao diferencial dos genes NTRK2, KRAS e HIF1A.

a. Extracdo do RNA

O RNA total das culturas celulares foi extraido utilizando-se o método de
Trizol (Invitrogen) e, de acordo com instrugdes do fabricante. A concentracdo do RNA
extraido foi obtida utilizando-se o kit Qubit™ RNA HS Assay Kit by Qubit® 2.0

Fluorometer (Life Technologies”) de acordo com o protocolo do fabricante.
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b. RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) em uma reagdo com volume de 10-
20ul contendo 2-5ug de RNA total, conforme instrucdes do fabricante.

c. Andlise da Expressdo génica.

Foi realizada a técnica de PCR em tempo real para quantificar a expressao dos
genes utilizando sondas especificas para 0 NTRK2 (Hs00178811), KRAS (Hs00364284)
e HIF1A (Hs00153153) (PCR Master Mix — Life Technologies) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Essas andlises foram realizadas em triplicata. O nimero de
copias dos transcritos foi obtido de acordo com cada curva padrdo. As reacdes foram
realizadas em placas de 96 wells, no equipamento StepOne (Applied Biosystems).

Dois genes housekeeping (GAPDH e Beta-actina), frequentemente utilizados
em estudos de cancer, foram utilizados para normalizar a expressdo génica relativa de
NTRK2, KRAS e HIF1A, em relacdo as diferencas na quantidade, qualidade de RNA e
eficiéncia da reacdo de transcrigdo reversa entre as amostras. Os genes normalizadores
foram amplificados e detectados por sonda Tagman (Kit PCR Master Mix - Applied

Biosystems), de acordo com instrugdes do fabricante.

3.7. Expressao proteica de TrkB, KRAS e HIF1A

a. Extracéo e quantificacdo das proteinas pela Técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay)

A proteina total foi extraida da cultura de 1,0x10° com Tamp&o RIPA Sigma
Aldrich® de acordo com instrucdes do fabricante. A quantificacdo proteica para
encontrar as concentracGes ideais nas reagdes, a fim de obter maior eficiéncia foi
realizada com o Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo com

orientagdo do fabricante. A leitura foi feita por espectrofotometria utilizando o
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equipamento Multiskan (Thermo Scientific) e o software Skanlt Multiskan FC verséo
3.1.
b. Dosagem de proteinas especificas pela técnica de western blotting

A expressdo das proteinas TrkB, KRAS e HIF1A foi realizada através da
técnica de western blotting. Utilizou-se gel de separacdo de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE- 4-12%) para separar as proteinas totais de acordo com o
peso molecular. Apds a separacdo, as proteinas foram transferidas para membrana de
PVDF - iBlot® Gel Transfer Stacks PVDF, Regular (Invitrogen) utilizando iBlot™ Gel
Transfer System (Invitrogen). As proteinas de interesse foram marcadas com anticorpos
policlonais especificos - TrkB (Abcan), B-actina (Sigma) e HIF1A (Invitrogen) em
diluicdo de 1:1000, KRAS (ANOVA) e em diluicdo 2,5:1000 - overnight. Os
anticorpos secundarios (anti-Rabbit ou anti-Mouse) foram utilizados nas concentragdes
1:20.000 durante 1 hora. As bandas foram fotografadas e a quantificacéo foi realizada

utilizando o software Image J versao 4.0.

3.8. Forma de analise e disseminacao dos resultados

Foram realizadas analises estatisticas descritivas e especificas neste estudo. Os
resultados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de verificacdo de
normalidade pelo teste D’ Agostino-Pearson omnibus, e em seguida as duas populacdes
celulares CTTs e ndo-CTTs foram comparadas por meio dos testes Kolmogorov
Smirnov ou teste T. Os valores de expressdo génica e proteica para CTTs e ndo CTTs
foram apresentados como média e os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. As analises estatisticas foram realizadas no Graphpad

Prism (versdo.6.0).
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4. Resultados

4.1. ldentificacdo e isolamento de Célula Tronco Tumoral de Cancer de Cabeca e
Pescoco

O biomarcador ALDH foi eficaz para identificar e isolar CTTs e ndo CTTs nas
duas linhagens celulares avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1: Porcentagem de CTTs e ndo-CTTs das linhagens celulares SCC-28 e FADU.

SCC-28 FADU
CTTs (ALDH) 15,8% 8,1%
N&o-CTTs (ALDH) 7,9% 57,6%

4.2. Ensaios de avaliacdo de potencial tumorigénico: formacéo de esferas, invasao
e migracao.

As células ALDH" das duas linhagens, SCC-28 e FADU, apresentaram maior
capacidade de invasdo (p=0,0097 e p=0,0029, respectivamente) e migragédo (p=0,0253 e
p<0,0001, respectivamente) quando comparadas com as células ALDH", como mostrado
na Figura 4 A e B. Quanto ao resultado da formacédo de esferas tumorais, a linhagem
SCC-28 ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos CTT e
ndo-CTT quanto a capacidade de formar esferas tumorais (Média= 17,00 esferas) e ndo-
CTTs (Média= 12,0 esferas) (p=0,5810). Na linhagem FADU houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos CTT e ndo-CTT quanto a capacidade de
formar esferas tumorais (Média= 53,67 esferas) e ndo-CTTs (Média= 34,00 esferas),

p=0,0030. Figura 4 C.
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Figura 4. Resultados dos ensaios de avaliacdo de potencial tumorigénico das CTTs e
ndo-CTTs das linhagens SCC-28 e FADU. 1A: ensaio de invasdo CTTs. 1B: ensaios de
migracdo. 1C: ensaio de formag&o de esferas tumorais, as células foram fotografadas no

tempo de 0 horas e apds 120 horas.
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4.3 Expressao dos Genes NTRK2, KRAS e HIF1A

Para a linhagem SCC-28 a expressdo do gene KRAS apresentou-se aumentada na
populacdo de CTTs (RQ=1,46) quando comparada as ndo-CTTs (RQ=1,00), p=0,0002.
Entretanto, ndo se observou diferenca estatisticamente significante na expressao génica
do HIF1A na populacdo de CTTs (RQ= 1,22) com relacdo as ndo-CTTs (RQ=1,00),
p=0,0730. Por fim, ndo foi possivel detectar niveis de expressdo génica do NTRK2 para
esta linhagem celular (Figura 5A).

Na andlise realizada para a linhagem FADU demonstrou-se um aumento da
expressao dos genes NTRK2, KRAS e HIF1A no grupo das CTTs (RQ= 8,68, RQ=3,75 ¢
RQ=7,20) quando comparadas as ndo CTTs (RQ=1,00), p<0,0001, p=0,0005 e

p<0,0001, respectivamente (Figura 5B).
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Figura 5: Expressdo génica relativa de NRTK2, KRAS e HIF1A nas CTTs comparadas
com a populacdo de ndo-CTTs. A) Na linhagem SCC-28 destaca-se a expressao génica
aumentada do KRAS nas CTTs (RQ=1,22) com relacdo as ndao-CTTs, (p=0,0002). B)
Na linhagem FADU observa-se um aumento da expressdo de NTRK2, KRAS e HIF1A
no grupo das CTTs (RQ= 8,68, RQ=3,75 e RQ=7,20) quando comparadas as ndo CTTs

(RQ=1,00), p<0,0001, p=0,0005 e p<0,0001, respectivamente.
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4.4 Expressao das proteinas TrkB, KRAS e HIF1A
A linhagem SCC-28 apresentou expressdao aumentada de TrkB, KRAS e HIF1A
(RQ=1,41, RQ=1,14 e 1,32 respectivamente) com diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p=0,0001, p=0,0004 e p=0,0007 respectivamente). O
mesmo foi observado na linhagem FADU, com expressdo elevada de TrkB, KRAS e
HIF1A (RQ=1,78, RQ=1,10 e RQ=1,76 respectivamente) na subpopulacdo de CTTs
quando comparada com ndo-CTTs (p=0,0064, p=0,0156 e p=0,0103 respectivamente)

como mostra a figura 6.
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Figura 6: Analise da expressédo proteica de TrkB, KRAS e HIF1A das CTTs e ndo-CTTs
das linhagens celulares SCC-28 e FADU. A) Imagem das membranas de western
blotting; B) Quantificacdo proteica relativa nas CTTs em comparacao as ndo-CTTs nas

linhagens SCC-28 e FADU. Foi utilizado o software Image J verséo 4.0.
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5. DISCUSSAO

Para o presente estudo foram utilizadas linhagens celulares de duas regides
anatomicas diferentes de céncer de cabeca e pescoco, a SCC-28 representativa de
células de cancer de laringe e a FADU representativa de células do cancer de faringe.
Na literatura, observa-se que dentre os tumores que acometem a regido da cabeca e
pescogo, 0 cancer de cavidade oral e o de laringe sdo os mais incidentes e com maior
taxa de mortalidade na populagdo masculina, enquanto que na populagédo feminina
cancer de cavidade oral € o que apresenta os maiores indices (4).

Foi possivel também identificar e isolar as células-tronco tumorais das duas
linhagens celulares de carcinoma de cabeca e pesco¢o utilizando-se o biomarcador
ALDH, e as células marcadas positivamente apresentaram maior potencial
tumorigénico, capacidade de invasdo e migracdo em relacdo as células ndo marcadas.
Estas caracteristicas que confirmam a presenca das CTTs podem estar relacionadas a
maior agressividade tumoral, mau progndstico e formacdo de metastase (11, 51, 52).

Estudos reportam que o uso individual dos biomarcadores ¢ bem aceito como
indicador de células-tronco (53-57). ALDH consiste em uma familia de isoenzimas que
atuam no processo de conversdo do retinol em acido retingico, mas também tem papel
na desintoxicacdo e diferenciacdo celular, além de atuar com papel na resisténcia as
drogas (57-59). E um marcador intracelular largamente utilizado para identificar e isolar
CTTs em diversos tipos tumorais e as populacdes celulares que apresentam
caracteristica de CTTs tem maior capacidade de invadir, migrar e formar esferas
tumorais (60-63).

As CTTs desempenham um papel muito importante no tumor, e tém sido
implicadas como responsaveis pela iniciacdo, manutencdo, autorrenovagdo e

diferenciacdo de varios tipos tumorais (11, 12, 56, 60, 61, 63-65). No CCP, as CTTs sdo
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responsaveis pela resisténcia a quimio e radioterapia, estdo relacionadas com a transi¢ao
epitélio-mesenquimal, aumento do reparo de DNA, imortalidade celular e recidiva
tumoral (66).

No presente estudo, também foi possivel demonstrar que houve um aumento da
expressao do gene NTRK2 e da proteina TrkB no grupo das CTTs com relacdo as ndo-
CTTs na linhagem FADU e que a expressao génica para a linhagem SCC-28 nédo foi
detectavel. O receptor TrkB esta super expresso em diversos tipos de cancer (21, 23, 67)
e este aumento pode estar associado as caracteristicas atribuidas as CTTs, como as ja
citadas, proliferacdo celular, invasdo, migracdo, aléem de ter relacdo com o EMT,
resisténcia a apoptose e resisténcia a morte celular por perda de adesdo (25). Estudos
mostram que TrkB estd expresso entre 30-50% dos CCP, mas comumente ndo esta
expresso na mucosa normal (68, 69). Essa baixa taxa de expressdo pode justificar os
niveis de expressdo encontrados de NTRK2 e TrkB na linhagem SCC-28.

Até o momento, ndo ha na literatura estudos avaliando o papel do TrkB em CTTs
de CCP. Resultados discutidos em cancer de mama triplo negativo mostraram que CTTs
que apresentavam alta expressdo de TrkB eram responsaveis pelo reaparecimento do
tumor apds a quimioterapia, e que a retirada dessa subpopulacdo do tumor levou a
prevencdo da recidiva tumoral em modelos de camundongo (62). Estudos prévios ainda
ndo publicados do nosso grupo de pesquisa (70) ndo conseguiu demonstrar niveis de
expressao génica detectveis de NTRK2 em outra linhagem celular de cancer de cabeca
e pescoco, a HEp-2.

Lawn e colaboradores, 2015, em um estudo com glioma maligno humano,
demonstraram que as CTTs com alta expressao de TrkB foram associadas a iniciagéo e
progressao tumoral. A ativacdo de TrkB pelo seu principal ligante BDNF levou a

ativacdo das vias ERK e Akt, ocasionando um aumento significativo na viabilidade das
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CTTs. Ap6s o bloqueio do TrkB por knockdown ou utilizacdo de drogas, houve inibicéo
da proliferacdo de CTTs. (71)

Também foi possivel demonstrar uma expressao génica e proteica aumentada para
KRAS e HIF1A entre as CTTs nas duas linhagens celulares avaliadas. O microambiente
em condicBes de hipoxia é comum em diversos tipos tumorais, incluindo o CCP, e esta
relacionado a uma neoplasia mais agressiva (49, 72-74). Assim, a hipdxia atuaria
alterando a morfologia das células, além de induzir o EMT e a metastase tumoral (75).
Um modelo utilizando cultura 3D em cancer de cabeca e pesco¢o demonstrou uma
expressao aumentada de HIF1A nas células submetidas a hipdxia quando comparadas
com células em condi¢des de normoxia. Estes dados sugerem que as baixas taxas de
oxigenacdo podem promover a angiogénese, indicando associagdo com a agressividade
tumoral (49).

KRAS desempenha um papel crucial no processo de proliferacdo celular (44, 76)
e sua mutacdo pode levar ao aumento da expressao da proteina HIF1A (77). Yoshikawa
e colaboradores, 2017 (78) utilizaram uma droga inibidora de KRAS e viram que esta
inibicdo levou a diminuicdo da expressdo da proteina HIF1A, indicando que a alta
expressao de KRAS pode estar diretamente relacionada com a expressdo de HIF1A,
como no presente estudo.

Além do receptor TrkB, outras tirosinas quinases sdo responsaveis pela ativacao
de HIF1A através das vias PI3K e MAPK, como o Fator de Crescimento de Fibroblasto
e o Fator de Crescimento de Insulina (79-81), mostrando que a alta expresséo de HIF1A
na linhagem celular SCC-28 pode estar relacionada com alguma outra tirosina quinase
ndo avaliada nesse estudo.

Tumores que apresentam CTTs mostraram ser mais resistentes a quimio e

radioterapia devido a capacidade aumentada de reparo de DNA, que leva a imortalidade
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celular (66). Além disso, CTTs tem alto grau de diferenciacdo e autorrenovacédo
desempenhando papel crucial no desenvolvimento, manutencdo do cancer e juntos estes
efeitos levam a um pior prognostico (9, 11, 12).

Nossos resultados demonstram que, o uso individual do biomarcador ALDH ¢
eficaz na identificacdo de células-tronco tumorais de cancer de cabeca e pescoco, sendo
que este subgrupo celular apresentou maior potencial de invasdo, migracdo e formacéo
de esferas. Além disso, evidenciou-se uma maior expressdo génica e proteica dos genes
NTRK2, KRAS e HIF1A nas CTTs quando comparadas com ndo-CTTs, podendo ser

alvos promissores para o desenvolvimento de novas terapias contra o cancer (75).
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, considerando-se as linhagens celulares utilizadas e as técnicas
empregadas, € possivel obter-se as seguintes conclusdes:

- O biomarcador ALDH ¢ eficaz para isolar células-tronco tumorais do cancer
de cabeca e pescoco e essa subpopulacdo tem grande capacidade de invasao, migracao e
formacéo de esferas tumorais.

- Celulas-tronco tumorais do cancer de cabeca e pescoco da linhagem FADU
apresentam alta expressdo de genes NTRK2, KRAS e HIF1A quando comparadas com
células tumorais ndo tronco, engquanto que para a linhagem celular SCC-28 este
aumento é evidente apenas para o gene KRAS.

- Nas duas linhagens celulares avaliadas de cancer de cabeca e pescoco, SCC-
28 e FADU, as células-tronco tumorais demonstram aumento da expressdo proteica de

TrkB, KRAS e HIF1A quando comparados com células tumorais nao tronco.
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8. ANEXOS

a. Anexo 1
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O projeto de pesquisa CAAE 376321 14.9.0000.5415 sob a
responsabilidade de Ana Livia Silva Galbiatti com o titulo “Identificacdo de
células tronco: fumorais em céncer de cabeca e pesco¢o: Expressdo génica,
quantificacdo de proteinas e resposta a quimioterapia” estd de acordo com a
resolugdo do CNS 466/12 e foi aprovado por esse CEP.
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b. Anexo 2

Caracterizacdo das Vias TrkB e EGFR em Células-tronco Tumorais do Cancer de
Faringe e a resposta ao tratamento
Artigo Original

Vilson Serafim Junior!, Glaucia Maria de Mendonca Fernandes!, Bianca Barbério
Bogdan Tedeschit Leticia Antunes Muniz Ferreiral Gabriela Helena Rodrigues-
Fleming?, Juliana Garcia de Oliveira-Cucolo®, Maria Antonia dos Santos Bezerrat, Rosa
Sayoko Kawasaki-Oyamat, Erika Cristina Pavarino®, Eny Maria Goloni-Bertollo*

1. Genetics and Molecular Biology Research Unit (UPGEM), Sédo José do Rio Preto
Medical School (FAMERP), Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil

Address correspondence to: Eny Maria Goloni-Bertollo, Genetics and Molecular
Biology Research Unit (UPGEM), Séo José do Rio Preto Medical School (FAMERP),
SP, Brazil. E-mail: eny.bertollo@famerp.br; juniorgrolla21@gmail.com.

Resumo

A Tropomiosina Relacionada a Quinase B (TrkB) e o Receptor do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR) séo frequentemente associadas a um mau prognostico
de diversos modelos tumorais. TrkB e EGFR ativam vias de proliferacdo celular como a
do Kirsten Rat Sarcoma (Kras), que induz a ativacdo de fatores de transcricdo como
Fator Induzido por Hipoxia 1-alpha (HIFlo). Esses eventos levam a imortalidade
celular, angiogénese e resisténcia a drogas. Outro fator relacionado a um mau
prognostico sdo as células-tronco tumorais (CTTs), uma subpopulacédo celular presentes
no tumor, responsavel pela ineficacia do tratamento em diversos modelos tumorais,
incluindo o cancer de faringe (CF). CF é o terceiro tipo tumoral mais incidente dentre os
tumores de cabeca e pescoco, com aproximadamente 315 mil novos casos e 165 mil
mortes anuais. Dentre as linhas de tratamento para o CF estdo Cetuximabe e Paclitaxel,
drogas que atuam inibindo diferentes etapas da proliferacdo celular. Com base neste
levantamento, o presente trabalho objetivou-se em: identificar CTTs do CF utilizando-
se 0 biomarcador ALDH; avaliar a expressao diferencial de genes e proteinas NTRK2-
TrkB, EGFR, Kras ¢ HIF1la em CTTs do CF bem como a resposta ao tratamento com
Cetuximabe, Paclitaxel tanto em monoterapia quanto em combinagdo. ALDH foi
eficiente no isolamento de CTTs do CF e essas células apresentam maior habilidade de
invasdo, migragdo, formacdo de esferas tumorais, expressdao aumentada de genes e
proteinas NTRK2-TrkB, Kras ¢ HIFla, quando comparadas com nao-CTTs. A

populacdo de CTTs apresentou resisténcia ao tratamento com cetuximabe em
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monoterapia, mas foi sensivel ao tratamento com paclitaxel tanto em monoterapia
quanto em combinacdo com cetuximabe, indicando que este medicamento pode ser
utilizado no tratamento de CF, entretanto, outros estudos com tumores primarios
precisam ser feitos, pois estes seriam mais representativos dos aspectos fisioldgicos e

moleculares encontrados na populagdo em geral.

Introducéo

Tirosinas Quinases (TQ) sdo proteinas presentes na membrana das células e
estdo envolvidas no processo de crescimento celular. Essas proteinas possuem um
dominio extracelular onde se ligam fatores de crescimento, um dominio
transmembranar e um dominio intracelular (1). Apds a ligacdo do fator de crescimento
com a TQ, inicia-se uma cascata de proliferacdo jusante, levando a eventos como
proliferacdo celular (2). Essas proteinas desenvolvem um papel importante no céncer,
sendo responsaveis por ativacdo permanente de vias de proliferacdo e esse evento leva a
sobrevivéncia celular, migracdo, adesdao e diferenciacdo celular (3).

A Tropomiosin Related Kinase B (TrkB) é um membro da familia de
Tropomiosina Relacionada a Quinase (Trk), codificada pelo gene NTRK2. Possui um
dominio de ligacdo extracelular, um dominio transmembranar e outro intracelular,
desempenhando papel crucial na iniciacdo, progressao e desenvolvimento de varios
tipos de céancer (1, 4, 5). Apos a ligacdo de TrkB com seu ligante, Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF), inicia-se uma cascata de proliferacdo ativando Growth
Factor Receptor-Bound Protein 2 (GRB2), Son of Sevenless (SOS) que posteriormente
levara a ativacdo de membros da Familia Rat Sarcoma (RAS). Essa ativacao levara a
proliferacdo celular, inibicdo de apoptose, angiogénese (2) transicdo epitélio-
mesenguimal (6), resisténcia a drogas (7), e inibicdo da morte celular por perda de
adesdo (Anokis) (8).

Outra TQ que desempenha papel importante no desenvolvimento do cancer é o
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (9). EGFR é membro da familia ErbB-1 e
seu ligante é o Epidermal Growth Factor (EGF) (3). Assim como TrkB, EGFR tem
habilidade de ativar vias de proliferacdo celular como GRB2/SOS e membros da familia
RAS (10). Mutagdes no EGFR levando a ativagdo constitutiva do dominio de tirosina

quinase, a superexpressdo desse receptor ou de seu ligante tem sido reportada em varios
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modelos tumorais (9, 11). Anticorpos monoclonais com maior afinidade pelo receptor
EGFR do que seu ligante enddgeno EGF séo utilizados no tratamento de diversos tipos
de cancer (3, 12). Além disso, EGFR também pode ativar outras TKs como TrkB
através de crosstalk (4).

Além de TrkB e EGFR, uma outra proteina importante envolvida no processo de
progressao tumoral é a Kirsten Rat Sarcoma (Kras) (13). Kras € um membro da familia
RAS, e acredita-se que esta seja a isoforma mais importante, (14) porque pode ativar
cascatas que levardo a proliferacdo celular sem o estimulo de fatores de crescimento e
sem fosforilacdo das TQ, além de ser responsavel pela manutencdo do tumor (15, 16).
Quando ativado, Kras leva ao aumento da proliferagéo celular e consequentemente ao
aumento da quantidade de células, fazendo com que a demanda necessaria de oxigénio
seja maior, e essas células, quando submetidas a baixos niveis de oxigénio, ativam o
Hypoxia Inducible Factor 1 alpha (HIF-1a) por meio das vias Phosphatidilinositol-3-
Kinase (PI3K) (17) ou Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) (18).

HIF-1a tem a capacidade de estimular a transcricdo génica (19) e sob condigdes
de hipdxia é translocado para o nucleo onde ativa o fator de transcricdo Hypoxia
Inducible Factor 1 beta (HIF1-b) (20). A superexpressdo de HIF-1a esta relacionada
com o processo de EMT que ocorre através diminuicdo da expressao de E-Caderina e
aumento de N-Caderina, Vimentina, Aldeido Desidrogenase (ALDH) e CD44 (21).
ALDH ¢é uma familia de isoenzimas responsaveis por converter o retinol em acido
retindico, participa do processo de desintoxicacdo celular e resisténcia as drogas (22),
além de ser largamente utilizado para identificar células-tronco tumorais (CTTSs) (23).

CTTs sdo uma pequena subpopulacgdo de células com alto potencial de invasédo e
habilidades metastaticas e também responsaveis pela iniciacdo e manutencdo do cancer
(24) estando associadas a um mau prognéstico de uma grande variedade de tumores
(25-27), incluindo o cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) (10). A presenca de CTTs no
CCP pode levar a quimo e radio resisténcia, aumento do reparo de DNA, transicdo
epitélio-mesenquimal (EMT), imortalidade celular e recidiva tumoral (28).

CCP é o sexto tipo de neoplasia maligna mais incidente no mundo com mais de
600.000 novos casos e cerca de 300.000 mortes por ano (29). Dentre os sitios
anatomicos afetados pelo CCP estdo: labios e cavidade oral, laringe e faringe, sendo

este Gltimo sitio subdivido em trés regides (hipo, naso e orofaringe) (30). Espera-se para
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0 ano de 2020, que o céncer de faringe (CF) acometa 316.522 individuos e ocasione
167.011 mortes em todo 0 mundo, sendo o tumor de nasofaringe o mais incidente e com
maior taxa de mortalidade, seguido pelos canceres de orofaringe e hipofaringe (31, 32).
Dentre as drogas utilizadas para o tratamento de CCP estdo o Paclitaxel, uma droga que
atua inibindo a diviséo celular (33) e o Cetuximabe, um anticorpo monoclonal que se
liga a0 EGFR bloqueando a cascata de proliferacdo jusante (34). O presente estudo tem
como objetivo identificar e isolar CTTs da linhagem celular FADU de CF utilizando o
biomarcador ALDH; avaliar a expressdo génica e proteica das TQ TrkB e EGFR, bem
como de Kras e HIF1A, que atuam nestas vias de proliferacdo celular; e avaliar a
resposta ao tratamento das CTTs com Paclitaxel e Cetuximabe tanto em monoterapia

guanto em combinacao.

Materiais e Métodos
Cultura de Linhagem Celular

A linhagem celular FADU de CF foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM Sigma-Aldrich Co.), suplementado com Soro Fetal Bovino a
10% (Gibco™), Ham’s Nutrient Mixture F12 (HAMF-12, Sigma-Aldrich Co.) a 20%,
1% de Penicilina, Streptomicina e anfotericina B (Gibco™ ) e de L-Glutamina
(Gibco™ ) a 5% de CO2 na temperatura de 37°C. Quando a quantidade de células
desejada foi obtida, a linhagem celular passou pelo processo de separacdo de CTTs e
ndo-CTTs.

Identificacdo e Separacdo de Células-Tronco Tumorais

A linhagem celular foi separada em CTTs e ndo-CTTs utilizando o biomarcador
especifico ALDH pelo equipamento Cell Sorting BD FACSAria Fusion (BD
Biosciences). As células marcadas positivamente para ALDH foram consideradas CTTs
e as que foram marcadas negativamente foram consideradas ndo-CTTs. As analises
subsequentes foram realizadas apos recultivo e obtencdo da quantidade necessaria de

células de ambas as subpopulacdes.

Ensaios para confirmacdo de Celulas-Tronco Tumorais
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Para validar o processo de separacdo, as celulas de ambas as subpopulagdes
foram submetidas aos testes de invasdo, migracdo e formacdo de esferas. O teste de
invasdo foi realizado utilizando-se a quantidade de 2x10* células por poco e foi
realizado em duplicata. CTTs e ndo-CTTs foram plaqueadas em BD BioCoat Matrigel
Invasion Chambers (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Sobre o inserto, foi
utilizado meio DMEM né&o suplementado e na parte inferior do inserto foi utilizado
meio DMEM suplementado apenas com soro fetal bovino, que serviu de quimioatrativo.
As placas foram cultivadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO?. Depois do periodo de
incubagdo, as células foram fixadas no inserto com 4% de formaldeido, desidratadas
utilizando-se metanol durante 20 minutos e em seguida coradas com Giemsa ou Violeta
Cristal durante 15 minutos. O proximo passo foi fotografar os insertos em microscépio
Optico no aumento de 100x. A quantidade de CTTs e ndo-CTTs que invadiram foram
contadas com o auxilio do Image J versdo 4.0.

O ensaio de migracéo foi realizado utilizando-se 2x10* de células no inserto sem
a matrix de gel em triplicata e os procedimentos foram iguais ao ensaio de invasao.

O ensaio de formacdo de esferas tumorais foi realizado em triplicada. CTTs e
ndo-CTTs foram plaqueadas em placa de 6 pocos na densidade de 2x10* por pogo. As
células foram passadas por uma malha que garantiu que as células dentro dos pocos
estivessem individualizadas. As CTTs e ndo-CTTs foram fotografadas no tempo de 0
horas (logo ap6s serem plagueadas), cultivadas em meio DMEM completo, a 37% e 5%
de CO? por 120 horas. Apds esse periodo, os pogos foram fotografados novamente e a

quantidade de esferas foi mensurada.

Expressao Génica

O RNA total de 1x10° células foi extraida utilizando TRIzol reagent (Life
Technologies) de acordo com as instrucbes do fabricante. A quantificacdo do RNA
extraido foi realizada utilizando o kit Qubit™ RNA HS Assay Kit by Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Technologies). Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit High
Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies) nas concentra¢fes de 2-5ug em 20ul
de RNA total. Para cada amostra foi utilizado 1uL de cDNA para a expressdo dos genes
NTRK2, EGFR, KRAS e HIF-1a utilizando TagMan Universal Master Mix e as sondas

da companhia Life Technologies. Os controles endogenos utilizados foram B-actina e
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GAPDH. Quantificacdo relativa foi feita utilizando o método 2744 e a subpopulacédo

de ndo-CTTs foi utilizada como calibrador da reacdo (RQ=1.0)

Expressdo Proteica

As proteinas foram extraidas utilizando RIPA Sigma Aldrich®, ou TRIzol
reagente (Life Technologies). A quantificacdo foi realizada através de espectofotdmetro
através do kit ELISA eBioscience®. Todos os procedimentos foram feitos de acordo
com as instrucdes do fabricante. A expressdo proteica foi realizada através da técnica de
Western Blot. As proteinas totais foram separadas utilizando gel de separacdo de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE- 4-12%). Apds a separacao, as
proteinas foram transferidas para membrana utilizando imunoblot e as proteinas de
interesse foram marcadas com anticorpos monoliclonais anti-mouse TrkB (Abcan) em
dilui¢ao de 1:1000, Kras (ANOVA) e B-actina (Sigma) em diluigdo 1:1000 e anticorpos
monoclonais anti-rabbit HIF-1a (Invitrogen) na concentragéo de 1:1000.

Tratamento com Cetuximabe e Paclitaxel

As subpopulagées da linhagem celular FADU foram plaqueadas em placa de 96
pocos e tratadas utilizando 0.06mg/mL de Cetuximabe e 0.05mg/mL de Paclitaxel tanto
em monoterapia quanto em combinacdo por 24 horas para avaliar seus efeitos. Ap6s o
periodo de tratamento, foi realizado o ensaio de MTS de acordo com (Fernandes et al,
2020) para analisar a viabilidade celular. Células sem tratamento foram utilizadas como

controle.

Analises estatisticas

A distribuicdo continua dos dados foram avaliados usando o teste de
normalidade D’Agostino-Pearson omnibus. Os testes Wilcoxon’s signed rank foram
usados para comparagdo entre os grupos CTTs e ndo-CTTs para os genes EGFR,
NTRK2, KRAS e HIF-1a. Os dados de viabilidade celular foram avaliados por one-way
RM analysis of variance (ANOVA) com corre¢do de Bonferroni para verificagdo da
eficacia dos tratamentos cetuximabe, paclitaxel e associacdo de ambos. As andlises
estatisticas foram realizadas no Bioestat software programa versdo 5.3. Resultados com

p=<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados

Separacao das linhagens celulares - células positivamente marcadas com ALDH
A linhagem FADU foi separada utilizando o biomarcador ALDH e a quantidade
de células obtidas foi 8.1% de CTTs e 57.6% de n&o-CTTs.

Confirmacao da stemness properties

As CTTs da linhagem celular avaliada demonstraram maior capacidade de
invadir (p= 0.0029) quando comparadas com as ndo-CTTs (figura 1A). O mesmo foi
notado para o ensaio de migracdo (p<0.0001) (figura 1B). No ensaio de formacédo de
esferas também se evidenciou diferenca estatisticamente significante entre as
subpopulac@es na linhagem FADU (p=0.0030) (figura 1C)

Expresséo dos genes EGFR, NTRK2, KRAS e HIF-1a

A expressdo génica relativa dos genes EGFR, NTRK, KRAS e HIF-1a para a
linhagem celular FADU esta demonstradas na Figura 2. A subpopulacdo de ndo-CTTs
foi utilizada como calibrador (RQ=1.0). N6s observamos que as CTTs da linhagem
FADU apresentaram expressdo génica aumentada para todos o0s genes NTRK
(RQ=8.68), EGFR (RQ=5.33), KRAS (RQ=3.75) e HIF-1a (RQ=7.20).

Expresséo proteica de TrkB, EGFR, KRAS e HIF-1a.

A expressdo proteica relativa das proteinas EGFR, TrkB, KRAS e HIF1A para a
linhagem estd demonstrada na Figura 3. Na linhagem FADU as proteinas TrkB, EGFR,
KRAS e HIF1A apresentaram expressdo aumentada nas CTTs em relacdo as ndo-CTTs
(p=0.0001 p<0.01, p=0.0463, p>0.0500 e p=0.0370 respectivamente). Nesta linhagem

celular, apenas KRAS ndo apresentou diferenca estatisticamente significante.

Associacdo de Cetuximabe e Paclitaxel pode ser utilizada para o tratamento de CCP
Na linhagem FADU, o tratamento com Cetuximabe ndo apresentou eficacia na
eliminacdo de CTTs (viabilidade=140%) e ndo-CTTs (viabilidade=101%) quando
comparada com o controle (p<0.0500). Ja o Paclitaxel foi eficaz como tratamento de
ambas as populagdes CTTs (viabilidade=34%) n&o-CTTs (viabilidade=18%)
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(p<0.0001), sendo que a associagdo de Cetuximabe e Paclitaxel demonstrou maior
eficdcia na eliminacdo das CTTs (viabilidade=15%) e ndo-CTTs (viabilidade=12%)
para esta linhagem celular, (p<0.0001). (Figura 4A). Quando se comparou a eficacia das
terapias em eliminar CTTs e ndo-CTTs, pOde-se notar que a eliminacdo de CTTs €
menor do que de ndo-CTTs em todos os tratamentos, entretanto s6 houve diferenca
estatisticamente significante para o tratamento com Cetuximabe (p<0.0010), mostrando
que CTTs sdo mais resistentes ao tratamento com Cetuximab quando comparadas com
ndo-CTTs (Figura 4B). Esses dados podem sugerir que o tratamento com Cetuximabe

pode ndo ser eficiente para tumores com alta concentragcdo de CTTs.

Discussao

Para o presente estudo foi utilizada uma linhagem celular de CF. Segundo o
ultimo levantamento da WHO, o CF representa o 17° tipo tumoral em incidéncia
mundial, e dentre os tumores que atingem a regido da cabega e pesco¢o ocupa 0 3°
lugar, ficando atras apenas do cancer de glandula tireoide e labios-cavidade oral (35).

O presente estudo mostrou que a utilizacdo do biomarcador intracelular ALDH
foi eficiente na identificacdo e isolamento de CTTs da linhagem celular FADU.
Estudos presentes na literatura mostram que o uso individual de biomarcadores é bem
aceito como indicativo de células tronco (10, 36). Foi possivel notar que células
positivamente marcadas com ALDH apresentam maior potencial tumorigénico quando
comparadas com células marcadas negativamente para este biomarcador. CTTs
possuem maior capacidade de invadir, migrar e formar esferas tumorais em diversos
modelos tumorais e dados obtidos no presente estudo corroboram os dados publicados
na literatura (37, 38). As CTTs desempenham um papel muito importante no tumor, e
tém sido implicadas como responsaveis pela iniciacdo, manutencdo, autorrenovacéo e
diferenciacdo de varios tipos tumorais (37, 39, 40).

No CCP, as CTTs sdo responsaveis pela resisténcia a quimio e radioterapia, estdo
relacionadas com a transicdo epitélio-mesenquimal, aumento do reparo de DNA,
imortalidade celular e recidiva tumoral (28). Essas caracteristicas indicam que a
presenca das CTTs podem estar relacionada a maior agressividade tumoral, mau
prognostico e formacéo de metastase (24, 40).

No presente estudo foi visto que, na linhagem FADU, as CTTs apresentaram
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expressdo aumentada dos genes NTRK2, EGFR, Kras e HIF-/a bem como das proteinas
codificadas por estes genes. EGFR e TrkB sdo responsaveis pela ativacdo de Kras e este
por sua vez pode ativar o HIF-1a através das vias PI3K e/ou MAPK como ja descrito
por Yoshikawa et al, 2017 (17) e Kikuchi et al, 2017 (18).

Um estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que
EGFR estava subexpresso em CTTs da linhagem de cancer de cavidade oral HN13, mas
na linhagem de cancer de laringe HEp-2 apresentou-se aumentado (10) e esses dados
indicam que a expressao deste receptor pode variar de acordo com o modelo tumoral
avaliado. EGFR e TrkB podem ser transativados pelo mecanismo chamado de crosstalk
(4). Por estarem co-expressos e com expressédo aumentada nas CTTs, TrkB pode estar
desempenhando papel na resisténcia ao Cetuximabe. Um estudo realizado com cancer
de mama mostrou que a heterodimerizacdo dos receptores TrkB e Her2 (membro da
familia ErbB, assim como EGFR) confere uma vantagem de sobrevivéncia para células
metastaticas deste modelo tumoral (41).

TrkB esta superexpresso em diversos tipos de cancer e tem sido relacionado a
eventos como aumento da sobrevivéncia celular, angiogénese, metastase e resisténcia a
drogas (42, 43). A alta expressdo do gene NTRK2 est4 diretamente relacionada com uma
baixa taxa de sobrevida por levar ao aumento da capacidade de invasdo e migracdo de
células do cancer de pulméo (44). No carcinoma sinonasal, TrkB foi visto expresso em
87.7% e essa expressdo esta relacionada com diferenciacdo de células escamosas,
estagio clinico avancado, recorréncia loco-regional, baixa sobrevida e baixa sobrevida
livre de doenca (45). No céancer de cabeca e pescoco de células escamosas, 50% das
células apresentaram expressdo de TrkB, porém ndo houve expressao na mucosa normal
e esse receptor foi diretamente associado com o processo de EMT (46). Um estudo
realizado pelo no nosso grupo de pesquisa mostrou que tanto NTRK2 quanto TrkB nao
foram detectados em ensaios de expressao génica e proteica na linhagem de cancer de
laringe HEp-2 (dados ndo publicados), indicando que, assim como EGFR, pode haver
variacdo na expressao de TrkB dependendo do sitio tumoral avaliado.

No presente estudo foi possivel avaliar que as CTTs do CF apresentaram
expressdo génica e proteica aumentada de Kras. Kras € um proto-oncogene que
desempenha um importante papel na proliferacdo e diferenciacéo celular (47). Quando

superexpresso, Kras selvagem teve relagdo com um prognostico adverso em leucemia
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mieldide aguda (48) e foi visto que sua superexpressao pode causar resisténcia ao
tratamento com Cetuximabe no CCP (49). Esses dados indicam que a alta expresséo do
gene e da proteina Kras nas CTTs do CF pode ser a responsavel pela resisténcia ao
Cetuximabe, observada no presente estudo.

Uma limitagdo do nosso estudo foi avaliar apenas expressdo génica e proteica e
ndo avaliar mutacdo do gene Kras. Trabalhos da literatura mostram que mutagdes nos
codons 12, 13 e 61 do gene Kras podem levar a alteracGes na funcdo da proteina Kras
(14, 50) e essa mutacdo pode levar a ativacdo de vias de proliferacdo celular sem o
estimulo de fatores de crescimento (14). MutacGes de Kras também podem levar ao
aumento da expressdo da proteina HIF-1a como mostrado por Kikuchi e colaboradores,
2009 (18). A superespressao de Kras utilizando o micro RNA miR-19a provocou uma
reducdo significativa da angiogénese do cancer colorretal (51), mostrando que a alta
expressdo de Kras pode ser utilizada como indicador de prognostico. Um estudo
avaliando o uso de droga inibidora de Kras levou a diminuicdo da expressdo de
proteinas HIF-1a, entretanto esse bloqueio ndo reduziu a quantidade de mRNA (17).
Esses dados sugerem fortemente que a alta expressdo de Kras pode ter ligacdo direta
com o aumento da expressao de HIF-1a nesse estudo.

Também se pode observar que a expressdo génica e proteica de HIF-la se
mostrou aumentada nas CTTs do CF em relacdo as ndo-CTTs. Em outros modelos
tumorais, a condicdo de hipoxia € comum e esta caracteristica tem relagdo com o nivel
de agressividade desses tumores (21, 52). No CCP, um estudo utilizando cultura 3D
mostrou que células submetidas a hipoxia tem maior expressdo de HIF-la quando
comparadas com células em condi¢cdes de normoxia (49). O microambiente tumoral em
condicdes de hipoxia também induz o processo de EMT, eleva a capacidade de
angiogénese, além de alterar a morfologia das células tumorais (53). Dados ainda nédo
publicados do nosso grupo de pesquisa mostraram que CTTs do CCP apresentam
expressdo elevada de HIF-1lo e de Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
indicando que a expressdo de HIF-1a tem relacdo direta com o processo de angiogénese
por meio da ativacdo desta via. Estes dados indicam que a agressividade das CTTs pode
ter relacdo direta com a alta expressao de HIF-1a.

Segundo o Ministério da Saude (54), Cetuximabe é indicado para o tratamento

de céncer colorretal com alta expressdo de EGFR e sem mutacdo de RAS, assim, as
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CTTs e ndo-CTTs da linhagem celular FADU foram tratadas durante 24 horas com
Cetuximabe. As CTTs apresentaram resisténcia ao tratamento com Cetuximabe em
monoterapia enquanto que as ndo-CTTs se mostraram possivelmente resistentes. Ja o
tratamento com Paclitaxel foi eficaz na eliminacdo de CTTs e ndo-CTTs tanto em
monoterapia quanto em combinacdo com o Cetuximab. Cetuximabe é um anticorpo
monoclonal do isotipo IgG1 e tem maior afinidade com o receptor EGFR do que o seu
ligante enddgeno (EGF) e pode ser utilizado para o tratamento de CCP (34). Entretanto,
0s mecanismos de resisténcia ao Cetuximabe ainda ndo sdo completamente claros e
podem depender de outros fatores como alta expressdo de CD44 (55, 56), e células que
apresentam alta expressao de CD44 tem caracteristicas de CTTs (57). O micro-ambiente
tumoral também pode influenciar na resisténcia ao tratamento (24). A expressao do
TrkB também pode influenciar na resposta ao tratamento com Cetuximabe impedindo
que esta droga bloqueie 0 EGFR e a associacdo de drogas inibidoras de TrkB com
Cetuximabe podem diminuir a proliferacdo celular (58). Como o gene NTRK2 esta
superexpresso nas CTTs quando comparado com ndo-CTTs, bem como o receptor
TrkB, codificado por este gene, o que também pode justificar a resisténcia a este
tratamento.

Paclitaxel ¢ um texano responsavel por inibir a formacdo do fuso mitético
impedindo assim a proliferagéo celular (34). Um estudo realizado por Mori et al, 2019
(59) mostrou que células de cancer de endométrio que apresentaram alta expressdo de
ALDH sdo resistentes ao Paclitaxel. Contudo, a utilizacdo de inibidor de ALDH foi
eficiente para sensibilizar células ao farmaco, levando a reducdo do tumor. Galbiatti-
Dias (10) também relatou em seu estudo que CTTs da linhagem celular de cancer de
cavidade oral HN13 apresentam resisténcia ao Paclitaxel quando comparadas com nao-
CTTs. Por ndo apresentar diferenca estaticamente significante entre CTTs e ndo-CTTs
tratadas com Paclitaxel em monoterapia, ndo pode-se afirmar que houve resisténcia,
entretanto a viabilidade celular de CTTs é maior do que a viabilidade de ndo-CTTs nas
mesmas condi¢Ges, mostrando que Paclitaxel é mais eficaz na eliminacdo de ndo-CTTs,
corroborando com os estudos citados acima.

Segundo Vermorken et al, 2008 (60) a combinacao de Cetuximabe e Paclitaxel é
bem aceita, tolerada e apresentou efeitos em pacientes com céncer de cabeca e pescoco

resistente ou com intolerancia a platina. Nosso estudo mostrou que a combinacdo das
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duas drogas foi mais eficaz em diminuir a viabilidade celular das CTTs e ndo-CTTs
quando comparada com o controle, assim como em monoterapia. Quando se comparou
CTTs e ndo-CTTs tratadas com a combinacdo de farmacos ndo houve diferenca
estaticamente significante, mostrando que essa associacdo pode ser utilizada para tratar
CCP, independente da presenca ou auséncia de CTTs.

Em conclusdo, podemos dizer que o biomarcador ALDH € eficaz na
identificacdo e isolamento de CTTs do CF e as células positivamente marcadas com este
biomarcador tem caracteristica de CTTs por apresentar maior capacidade de invadir,
migrar e formar esferas tumorais. CTTs do CF também apresentarem expressao génica e
protéica aumentada de NTRK2-TrkB, EGFR, Kras e HIF-1la. Acredita-se que a
expressao aumentada, bem como a presenca de CTTs, estdo ligadas a maior
agressividade tumoral e podem ser usadas como biomarcadores de progndstico,
auxiliando no direcionamento da terapia, pois indicam ter relacdo com a resisténcia ao
tratamento com Cetuximabe. O uso do texano Paclitaxel se mostrou eficaz na inibigédo
da proliferacdo celular de CTTs, tanto em monoterapia quanto em combinacdo com
Cetuximabe, podendo ser utilizado para o tratamento do CF independente da presenca
ou auséncia de CTTs. Entretanto, para melhor entendimento desses achados, torna-se
importante a ampliacdo dos estudos com tumores primarios, pois estes seriam mais
representativos dos aspectos fisioldgicos e moleculares encontrados na populacdo em

geral.
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Figura 1. Ensaios de confirmagdo de CTTs da linhagem FADU. 1A: Ensaio de potencial de invasdo das
CTTs e ndo-CTTs com o respectivo grafico e valores de p. As células positivamente marcadas com
ALDH apresentaram maior capacidade de invadir quando comparadas com as células marcadas
negativamente. 1B: Ensaio de migracdo com respectivo grafico e valor de p. As CTTs apresentaram
maior capacidade de invasdo quando comparadas com ndo CTTs. 1C: Ensaio de formacdo de esferas
tumorais com grafico e respectivo valor de p. As células foram fotografadas no tempo de 0 horas e
novamente fotografadas apds 120 horas. A CTTs da linhagem celular FADU apresentaram diferenca
estatiscamente significantes quando comparadas com as ndo-CTTs.
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Relative Quantification (RQ)
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Figura 2: Resultado da expressdo génica para a linhagem FADU. As ndo-CTTs foram utilizadas como
controle. A quantificagdo Relativa de EGFR, NTRK2, Kras e HIF1A foram: RQ=5.33, RQ=8.68,

RQ=3.75 e RQ=7.20, respectivamente.
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Figura 3: Expressdo proteica de EGFR, TrkB, KRAS e HIF1A com respectivo grafico e valores de p. A
linhagem FADU apresentou expressdo aumentada de EGFR, TrkB, KRAS e HIF1A, e todas apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 3: Imagem com os resultados do tratamento com Cetuximabe, Paclitaxel e Cetuximabe +
Paclitexel em relacdo as ndo tratadas (controle) e comparacdo entre CTTs e ndo-CTTs das linhagens
FADU. 3A) Comparacdo de cada tratamento nas CTTs e nas ndo-CTTs. As CTTs foram resistentes ao
Cetuximabe e sensiveis as demais terapias quando comparadas com o controle. A combinacdo de
Cetuximabe+Paclitaxel mostrou-se mais eficaz quando comparadas &s demais terapias. Cetuximabe ndo
foi eficaz na eliminacdo das ndo-CTTs da linhagem FADU, entretanto o uso de paclitaxel foi eficaz
eliminacdo de células. A combinacdo de Cetuximabe + Paclitaxel foi a terapia que apresentou maior
efeito na eliminacéo tanto de CTTs quanto de ndo-CTTs. 3B) Comparagdo de cada tratamento nas CTTs e
ndo-CTTs da linhagem FADU. As CTTs foram mais resistentes ao Cetuximab, Paclitaxel e a combinacdo
de Cetuximabe+Paclitaxel , entretanto s6 houve diferenca estatistica entre 0s grupos no tratamento com
Cetuximabe.
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Resumo

O receptor de Tropomiosina Relacionada a Quinase B (TrkB) € um membro da familia
de receptores neurotréficos de tirosina quinase e juntamente com Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro (BDNF) desempenha um papel importante no desenvolvimento de
cancer de mama, cancer de pulmao, neuroblastoma, cancer colorretal, leucemias, cancer
cervical, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, cancer renal, sarcoma de ewing,
cancer de esdfago e cancer de cabeca e pescogo. A superexpressdo destes dois fatores
tém sido associada ao aumento de processos envolvidos na carcinogénese, como
invasdo, migracdo, transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), angiogénese, metastase,
proliferacdo celular, resisténcia a apoptose, resisténcia a morte celular por perda de
adesdo (Anoiks), ativacéo e vias de proliferacdo celular, regulacdo de genes supressores
de tumor, resisténcia a drogas e esta relacionado com estagio clinico avancado. A
inibicdo do eixo TrkB/BDNF usando drogas em estudos de fase 1, drogas aprovadas e
Small Interfering RNA (siRNA) séo estratégias promissoras para o tratamento de varios
tumores malignos além de aumentar a sensibilidade de células resistentes a
quimioterapia, melhorando a eficacia das drogas sem aumentar a toxicidade. Outro fator
relacionado com mau progndstico do cancer é a presenca das células-tronco tumorais
(CTTs), que conferem ao cancer efeitos similares a alta expressdo do eixo TrkB/BDNF.
O objetivo dessa revisdo é mostrar o papel do eixo TrkB/BDNF em diversos tipos de
cancer, seu possivel uso como biomarcador prognéstico, os efeitos da inibicdo desse

eixo bem como o seu papel nas células tronco-tumorais.



1. Introducéo

O receptor de Tropomiosina Relacionada & Quinase B(TrkB) é um membro da
familia de Receptor Neurotrofico de Tirosina Quinase (NTRK) codificado pelo gene
NTRK2 e tem um importante papel na diferenciacdo, sobrevivéncia e proliferacdo de
células neurais. O principal ligante do TrkB é o Fator Neurotrofico Derivado do
Cérebro (BDNF)(1), mas TrkB também pode se ligar a Neurotrofina 3 (NT3) e
Neurotrofina 4 (NT4) (2).

A familia NTRK também é constituida por outras duas proteinas quinase: TrkA
codificada pelo gene NTRK1 e TrkC, codificada pelo gene NTRK3. O receptor TrkB é
constituido por um dominio de ligacéo extracelular, um dominio transmembrana e outro
dominio intracelular (3). Apds a ligacdo do fator de crescimento com o TrkB, este
receptor se autofosforila iniciando uma cascata ajusante levando a proliferacéo,
diferenciacéo e crescimento celular como observado na figura 1 (4).

Alguns estudos mostram que a familia NTRK pode atuar como oncogene em
diversos tumores malignos humanos (5, 6) e o receptor TrkB tem sido associado com
neuroblastoma (7), tumor de Wilm’s (8), céncer de prostata (9), carcinoma
hepatocelular (10) cancer de pancreas (11), cancer de ovario (12), cancer gastrico (13,
14), cancer de cabeca e pesco¢o de células escamosas (15), cancer de co6lon (16-18),
carcinoma oral de células escamosas (19) e cancer de mama (20).

A alta expressao do TrkB e do BDNF esta associada com um mau prognostico
no cancer por desempenhar papel na formacdo de metastase e transicdo epitélio
mesenquimal (EMT) (21, 22), invasdo, migracdo e nas atividades proliferativas(23).
Além disso, essa alta expressdo também esta associada com a transativacdo do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR) um proto-oncogene, aumentando a capacidade
migratoria das células de cancer de pulmao(24), promovendo resisténcia a drogas (25,
26) e inibicdo da apoptose apds perda de aderéncia a matriz extracelular (Anoikis)(27).
O uso de algumas drogas que sdo capazes de inibir o TrkB podem levar a diminuicdo
desses efeitos (23, 28-37).

Outro fator relacionado com comportamento invasivo e metastatico do cancer é
a presenca das celulas-tronco tumorais (CTT), uma pequena populacdo de células
presentes em alguns tipos tumorais. Essa populagéo celular é responsavel pela iniciacdo

e manutencgdo do tumor além de ter capacidade de autorenovacao e diferenciagao celular



(38, 39), consequentemente sendo também associada a um mau prognostico em diversos
tipos tumorais (40-46). Baseado nesses achados da literatura, o objetivo dessa revisao é
demonstrar o papel do receptor TrkB e do BDNF na progressdo tumoral, EMT,
surgimento de metastase, e que o uso de inibidores do eixo TrkB/BDNF sdo capazes de
bloguear esses efeitos, bem com o papel deste receptor e seu ligante nas células-tronco

tumorais..
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Figura 1: Papel do TrkB e BDNF na proliferacdo e sobrevivéncia celular, formacéo de
metastase, angiogénese e inibicdo da apoptose:a ligacdo do BDNF no TrkB inicia a
auto-fosforilacdo deste receptor levando a ativacdo da cascata de proliferacdo jusante.
Quando fosforilado, TrkB ativa a proteina SHC-transforming (SHC) que promove, por
sua vez a ativacdo do complexo Growth factor receptor-bound protein 2/Son of
Sevenless (GRB2-SOS) que ird promover a ativacdo de Rat Sarcoma (RAS) levado a
proliferacdo e sobrevivéncia celular, formacdo de metastase, angiogénese e inibicdo da
apoptose através das vias Mitogen Activate Protein Kinase (MAPK) e
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-. Adaptado de: Amatu A et al, 2016 (4) e
Minichello L, 2009 (47).

2. Métodos
Uma pesquisa foi realizada na base de dados PUBMED usando as palavras-

chave "Receptor, TrkB"[Mesh] AND "Brain-Derived Neurotrophic Factor"[Mesh])
AND "Neoplasms"[Mesh]" e “Receptor TrkB”’[Mesh] AND “Cancer stem cell”. Foram
incluidos artigos publicados na lingua inglesa entre os periodos de Janeiro de 2014 e
Agosto de 2019. Pelo fato de ndo haverem publicacdes nesse periodo com o cancer de
esdfago, a busca para esse tipo tumoral foi ampliada para 10 anos. A busca para o

cancer de cabecga e pescoco tambem foi ampliada para 10 anos por se tratar do tipo



tumoral abordado pelo nosso grupo de pesquisa. Os critérios de inclusdo foram: artigos
sobre o receptor TrkB e/ou fator de crescimento BDNF. Os critérios de exclusdo foram:

Artigos especificos sobre os receptores TrkA e TrkC.

3. Papel do receptor de tropomiosina relacionado a quinase B em diversos modelos
de cancer

3.1 Céncer de Mama

A ativacdo da via do TrkB pelo BDNF neste modelo tumoral pode estar
relacionada ao crescimento celular e 0 comportamento metastatico (3). TrkB é também
um regulador chave das vias PI3K/Akte Janus kinase 2/Signal transducer and activator
of transcription 3 (JAK/STAT3) sendo responsavel por mediar a EMT. TrkB
superexpresso também pode levar ao aumento da proliferacéo celular pela ligagédo direta
ao receptor Proto-oncogene tyrosine-protein Kkinase (c-Src). A ativacdo das vias
JAK2/STAT3 pelo TrkBpode levar ao aumento da expressdo das proteinas Twist-
related protein 1 and 2 (Twist-1 and 2) através da formacdo do complexo c-Src/JAK2
(21).

TrkB também desempenha papel chave na regulacdo de genes supressores de
tumor como Runt-related transcription factor 3 (Runx3) and Kelch-like ECH-associated
protein 1 (Keapl). Ap6s o knockdown do TrkB, usando small interfering RNA
(siRNA), houve uma diminuicdo da expressdo desses genes supressores de tumor. Esses
dados sugerem que TrkB esta diretamente relacionado com o surgimento de metastase
através da supressdo de Runx2 e Keapl (22).

Além disso, BDNF superexpresso pode estar relacionado com recorréncia
tumoral, desempenhando um papel importante nas habilidades metastaticas do cancer de
mama triplo negativo (auséncia dos receptores Human Epithelia Growth Factor
Receptor (Her2), e também dos receptores de estrogénio e progesterona) (48). O BDNF
presente no micro-ambiente das células tumorais também foi capaz de induzir a
regulacdo autocrina e paracrina do TrkB. Esses eventos aumentaram as habilidades
migratorias das células de cancer de mama (49).

Um estudo demonstrou que a hetero-dimerizacdo dos receptores TrkB e Her2
podem conferir as células metastaticas do cancer de mama maior capacidade de

sobrevivéncia no cérebro. O knockdown do TrkB pode levar & diminuicdo desses



eventos, mostrando que a inibicdo desses receptores pode ser usada como uma potencial
estratégia terapéutica para tratar o cancer de mama (50).

3.2 Céncer de Pulméo

No céncer de pulméo (CP), foi visto que TrkB e BDNF estavam co-
expressos em 54,4% de todos os casos e que BDNF foi responsavel por ativar a via de
proliferacdo STATS3, entretanto quando foi feito o bloqueio do TrkB com o uso de
drogas em estudo clinico de fase 1, houve diminuicdo da ativacdo dessa via (51). Ja no
cancer de pulméo de células ndo pequenas (CPCNP), TrkB foi visto super expresso em
33% dos tumores enquanto BDNF foi positivo em 65,5% dos casos e a sobrevida global
de pacientes submetidos a resseccdo cirurgica ndo mostrou diferenca entre pacientes que
apresentaram ou ndo expressdo aumentada do TrkB ou BDNF e dados indicam que essa
via pode estar relacionada com mau prognéstico neste tipo tumoral (52). A alta
expressdo do TrkB também levou ao aumento da capacidade migratoria da células de
CPCNP. Além disso, TrkB pode ser transativado pelo receptor EGFR. Isso indica que
essa superexpressao pode ser um passo inicial para a disseminacdo do tumor e que a
inibicdo deste receptor representa um potencial alvo para o desenvolvimento de terapias
de tratamento (24)

Outro estudo que utilizou células transfectadas com Zincfinger protein GLI1
(GLI1) siRNA demonstrou superexpressao do TrkB. O knockdown individual de GLI1
ou do TrkB mostraram reducdo significante na proliferacdo celular, mas o knockdown
de ambos (GLI1 e TrkB) levou ao blogueio da proliferagdo celular. O knokdown de
GLI1 ndo levou a reducgdo das capacidades invasiva e migratorias das células, porém o
knockdown do TrkB foi capaz de diminuir a capacidade invasiva e migratoria das
células do cancer de pulméo (53).0Outro fator importante é que a alta expressdo do gene
NTRK2 estd relacionada com baixa sobrevida dos pacientes por conferir ao tumor
habilidades invasivas e migratorias (54) e o uso de siRNA ou drogas inibidoras do eixo
TrkB/BDNF foram capazes de diminuir essas caracteristicas e também asatividades

proliferativas (23).



3.3 Neuroblastoma

TrkB e BDNF estdo expressos em 50-60% dos neuroblastomas de alto risco e
ambos podem ativar vias autocrinas aumentando a invasdo, metastase, sobrevivéncia
celular, angiogénese e resisténcia a drogas. Estudos demonstram que o uso de inibidores
de TrkB associados a drogas como Etoposido, Irinotecano e Temozolomida tem
aumentado a eficicia da quimioterapia sem aumentar a sua toxicidade, indicando que a
inibicdo dessa via aumenta a sensibilidade do cancer a essas drogas(28, 29, 32).

A alta expressdo do TrkB também foi vista em células de neuroblastoma que
apresentaram baixa regulagéo de Pleckstrin homology-like domain family A member 1
(PHLDAL), consequentemente também aumentando a expressao de Aurora kinase A
(AURORA A), proteina que participa do processo de proliferacdo celular. Juntas, essas
proteinas sdo consideradas biomarcadores de mau prognostico para neuroblastoma(55).
N-mycproto-oncogene protein (MYCN) superexpresso também levou ao aumento na
expressao do TrkB em neuroblastoma (56).

TrkB ativado por BDNF levou a super regulacdo de Galectina-1 (Gal-1) e o
bloqueio desse receptor diminuiu a invasao celular mediada por BDNF. Isso sugere que
Gal-1 é um importante efetor na invaséo celular mediada por BDNF (57).

O uso de Entrectinib foi capaz de diminuir a expressdo do TrkB em modelos in
vivo e in vitro, bem como o crescimento celular de células de neuroblastoma que
expressam TrkB. Esses achados sugerem que Entrectinib € um potencial inibidor de
TrkB capaz de melhorar a eficacia das terapias convencionais em modelos in vivo(30)
dados confirmados posteriormente por Drilon et al,2017 (58). De modo contréario, 0 uso
de tridxido de arsénio (As;O3) foi capaz de aumentar a expressao de TrkB, porém
devido a seus efeitos apoptdticos, essa droga ainda pode ser utilizada como adjuvante na

terapia medicamentosa (32).

3.4 Céancer Colorretal

No cancer colorretal (CCR), os tecidos que apresentaram alta expressao de
BDNF e TrkB foram associados com aumento das habilidades invasivas e migratérias,
destacando invasdo peritoneal, metastase local, de figado e linfonodos. Por esta razéo, a

expressao desse receptor e seu ligante estdo associados a um mau prognostico (36, 59).



Entretanto anélises in vivo e in vitro mostraram que quando o TrkB é bloqueado
através do uso de drogas ha uma diminuicdo desses efeitos. Com isso, ha indicios de
que o bloqueio do eixo TrkB/BDNF pode ser uma emergente estratégia terapéutica para
tratar carcinomatose peritoneal advinda do cancer colorretal (36).

Dados da literatura sugerem que a via BDNF/TrkB aumenta significativamente a
proliferacdo celular, migracédo, invasdo, EMT, resisténcia & anoikis e & apoptose do
CCR. Entretanto o0 uso de drogas capazes de inibir essa via, tanto em monoterapia
quanto em combinacdo, pode melhorar a sobrevida de pacientes acometidos por esse
tipo de céncer (59). Além disso, TrkB pode ser uma importante via para o
desenvolvimento de terapias customizadas para tratar o CCR(60).

Outro estudo notou que mesmo durante o uso de drogas inibidoras do TrkB esse
receptor e seu ligante BDNF foram vistos co-localizados. 1sso sugere que mesmo com a
inibicdo de TrkB h& uma interacdo entre ele e seu ligante.Entretanto o aumento da
expressédo do eixo TrkB/BDNF néo foi capaz de ativar a cascata de proliferagéo celular.
Apbs o uso de drogas houve uma diminuicdo dos niveis de TrkB, Akt e mTOR
fosforilados, confirmando a inibicdo da via de proliferacdo celular. Em adicdo, a
inibicdo de TrkB associada com inibicdo de autofagia mostrou maior eficacia
comparada com a inibicdo apenas do TrkB. Esses dados evidenciam que a combinagéo
desses dois métodos (inibi¢do de TrkB + inibi¢do da autofagia) também pode ser uma

via promissora para o tratamento do cancer colorretal(61).

3.5 Cancer de Vesicula Biliar

No cancer de vesicular biliar (CVB), foi visto que TrkB esta superexpresso em
91.3% dos tumores primarios. Pacientes que apresentam tumores com alta expressao
desse receptor tem baixa sobrevida global comparados com pacientes que apresentam
baixa expressao (62).

Modelos in vitro que apresentam alta expressdao de TrkB, contendo ou néo
mutacdo de Kras, tem grandes habilidades invasiva e migratoria e também inducdo de
EMT. O uso de inibidores do TrkB levou a diminuicdo da fosforilagdo de MEK e
também diminuiu a proliferacdo celular em células de CVB com Kras selvagem. Em
linhagens celulares contendo Kras mutado, o bloqueio de TrkB néo foi capaz de inibir a

fosforilagdo de MEK e nem diminuiu a proliferacdo celular. Esses dados indicam que a



inibicdo de TrkB é capaz de diminuir a capacidade invasiva e migratdria, levar a baixa
expressdo de Hypoxia Inducible Factor 1 alpha -HIF1a e Vascular Endothelial Growth
Factor- VEGFA, C e De pode ser utilizada como uma via promissora para o tratamento
de CVB com Kras selvagem (62, 63)

In vivo o crescimento tumoral e a tumorigenicidade estdo diminuidas em
amostras tratadas com inibidor de TrkB. Esses dados mostram que TrkB desempenha
um papel importante na angiogénese, linfangiogénese, proliferacdo, invasdo e
tumorigénese, podendo ser uma emergente via terapéutica sem depender do status de

mutacédo de Kras(63).

3.6 Céncer Renal

Células do Cancer Renal (CR) sdo resistentes a morte celular programada e
apresentam alta expressdo de TrkB bem como alto potencial proliferativo e habilidade
agressiva de invasdo quando comparadas as células do mesmo tecido sem expressdo de
TrkB. O silenciamento do TrkB, permitiu diminui¢do destes mecanismos e melhora da
acao do medicamento Sorafenib nas células resistentes a Anoikis por meio da inibicédo
das vias PI3K/Akt e MEK/ERK (64).

Embora BDNF tenha uma alta afinidade pelo receptor TrkB, no céncer renal
(CR) ele também pode se ligar a outro receptor como p75NTR, um membro da familia
de necrose tumoral. A super expressdo de p75NTR ativada por BDNF foi identificada
em tecidos deCR. Andlises realizadas utilizando duas linhagens celulares (ACHN e
786-0) mostraram que p75NTR ativado por BDNF induz a sobrevivéncia celular e as
habilidades migratorias. Essas habilidades independem do TrkB porque ocorreram
mesmo durante o uso de drogas inibidoras desse receptor(35). Com isso, conclui-se que

a inibicdo do TrkB pode ser uma via promissora para o tratamento de CR (35, 64).

3.7 Outros Modelos Tumorais

Os modelos tumorais abaixo ainda sdo pouco estudados e por este motivo nao ha
grande quantidade de dados na literatura. Sdo eles: Leucemia de células T do adulto
(ALT), Leucemia linfocitica cronica de células B (B-CLL), cancer cervical (CC), cancer
gastrico (CG), sarcoma de Ewing (SE) e carcinoma de células escamosas de es6fago
(CCEE).



Em leucemia de células T do adulto a proteina HTLV-I bZIP (HBZ) codificada
pelo virus linfotropico de células T humanas do tipo | (HTLV-1) tem capacidade de
ativar a expressdo do BDNF. Esses dados foram confirmados pela analise que mostrou
uma alta expressdo de BDNF em linhagens de células T infectadas pelo virus HTLV-1
quando comparadas com linhagens de células T ndo infectadas. Essas linhagens
infectadas também apresentam uma expressdo elevada de TrkB quando comparadas
com linhagens ndo infectadas. Células mononucleadas do sangue periférico de pacientes
com ALT apresentavam altos niveis de mMRNA de TrkB e BDNF quando comparadas
com células de pacientes ndo infectados. A terapia utilizando inibidores de TrkB
aumentou os efeitos apoptoticos de células T infectadas pelo HTLV-1 e isso sugere que
a proteina HBZ induz a ativacdo de TrkB/BDNF aumentando a sobrevivéncia das
células-T (65). A interacdo entre o Receptor de Neurotensina Tipo 2 (NTSR2) e TrkB
dependente de BDNF pode atuar dirigindo a oncogenicidade e foi visto altamente
expresso em leucemia linfocitica crénica de células B. Essa interacdo aumentou a
expressao de proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 e Bcl-xL. Essa interacdo também
induziu a ativagdo autdcrina e paracrina de vias de sinalizacdo como Scr e Akt, levando
a sobrevivéncia celular. Esses dados séo evidenciados quando TrkB perdeu a habilidade
de proteger as células da apoptose ap6s baixa regulacdo do NTSR2. Isso sugere que a
inibicdo de NTSR2 pode ser uma emergente via para tratamento de B-CLL (66).

No cancer cervical, BDNF e TrkB foram vistos superexpressos quando
comparados com células do tecido normal. O silenciamento do TrkB diminuiu a EMT
através da baixa regulacdo de N-caderina, Vimentina, matrix metaloproteinase 2 e 9
também alta regulacdo de E-caderina. Esses resultados diminuiram a proliferacéo,
migracdo e invasdo celular. A superexpressdo das vias ERK e Akt também foi
observada no CC, porém o knockdown do TrkB levou a baixa regulagéo das vias ERK e
Akt (67). As taxas de TrkB/BDNF foram positivamente associadas com metéstase de
linfonodos do CC e a superexpressdo do TrkB foi associada com mau progndstico e
baixa sobrevida. Analises realizadas in vitro usando cinco linhagens celulares de CC
(HeLa, SiHa, CASKI, C4-1 e C-33a) mostraram que BDNF e TrkB estdo tambem
relacionados com tolerancia a Anoikis e células que apresentam essa caracteristica tem
maior atividade proliferativa quando comparadas com outras linhagens celulares. Essas

células resistentes a Anoikis também apresentaram superexpressao de Bcl-2 e baixa



expressdo de Caspase-3. Quando foi realizado o knockdown do TrkB, esses eventos
foram revertidos em células resistentes a Anoikis. Além disso, foi mostrado também
que BDNF/TrkB pode ativar a via PI3K/Akt, induzindo a proliferacdo de células
resistentes a Anoikis no CC. A inibi¢do do eixo BDNF/TrkB pode também ser uma via
emergente para tratar esse tipo tumoral (27).

No céancer géastrico foi encontrado apenas um estudo na literatura. A alta
expressdao do eixo BDNF/TrkB foi associada com a formacdo de metastase dssea
proveniente de CG.O eixo BDNF/TrkB elevou os niveis de Pentraxina3 (PTX3), uma
proteina envolvida no aumento da interagdo entre as células do CG e os osteoblastos.
Quando foi realizado knockdown da PTX3 usando small interfering RNA (SiRNA),
houve uma diminuicdo da interacdo entre as células do CG e os osteoclastos. Esses
dados sugerem que a interacdo entre o eixo BDNF/TrkB e a proteina PTX3 aumenta a
ostedlise e esta diretamente relacionada com a formacéo de metéstase dssea advinda de
CG avangado (68).

No sarcoma de Ewing, TrkB e BDNF também foram vistos superexpressos. Um
estudo que utilizou uma droga inibidora de TrkB (Ana-12) foi capaz de diminuir a
proliferagéo celular. Quando Ana-12 foi associada uma droga inibidora de TrkA (GW-
441756) foi visto um sinergismo esses efeitos. O uso combinado da droga inibidora de
TrkB com doses sub efetivas de quimioterapia citotdxia (vincristina, etoposido e
doxorubicina) levou a reducdo da proliferacdo celular mesmo em células resistentes a
quimioterapia convencional. Esses achados destacam a eficacia do uso de inibidores de
TrkB para o tratamento de SE (34).

Em carcinoma de células escamosas de es6fago a alta expressdo do TrkB esta
diretamente relacionada a resisténcia a cisplatina e 5-fluorouracil. Duas linhagens
celulares de CCEE que apresentavam alta expressao do TrkB (TE2 e TE3) foram
relacionadas com resisténcia aos dois quimioterapicos em concentra¢cdes de relevancia
clinica. Outras duas linhagens celulares de CCEE que apresentavam baixa expressao do
receptor (KYSE30 e KYSE70) ndo apresentaram resisténcia aos quimioterapicos. A
expressao de TrkB também foi avaliada em tumores primarios do CCEE e foi observado
que essa alta expressdo esta relacionada com invasdo de estruturas adjacentes. De

acordo com esses achados, a superexpressdo de TrkB foi associada com resisténcia a



quimioterapia in vitro e com um fendtipo altamente invasivo in vivo, levando assim ao

surgimento de metastase (25).

3.8 TrkB no Céancer de Cabeca e Pescoco

A alta expressdo do TrkB foi observada em tumores primarios de carcinoma
nasofaringeo (CN), destacando-se esse aumento em cerca de 66.7% dos Carcinomas
Sinonasais de Células Escamosas (CSCE). Esta porcentagem sobe para 85.7%em
pacientes com metastase de linfonodos. Essa alta expressdo foi co-relacionada com
recorréncia locorregional, estagio clinico avancado e diferenciacdo de células
escamosas, tendo como consequéncia, baixa sobrevida e baixa sobrevida livre de
doenca(69, 70).

Além disso, o eixo BDNF/TrkB também foi responsavel pela migracdo e
resisténcia a Anoikis em linhagens celulares de CN. Apos a inibi¢do do TrkB através do
uso de drogas, esses efeitos foram reduzidos, mostrando que o uso de drogas capazes de
inibir esse eixo podem ser usadas como sensibilizador de Anoikis, reduzindo o potencial
metastatico do CN (37).

Em tumores primarios de adenoide cistico de glandula salivar (ASGS) o eixo
BDNF/TrkB conferiu as células grande habilidade de invasdo por levar a diminuicdo de
E-caderina. O uso de BDNF recombinante humano (rhBDNF) na cultura de ASGS
aumentou a EMT, entretanto ap6s o blogueio do eixo BDNF/TrkB houve diminuicdo
desse efeito. 1sso mostra que a inibicdo desse eixo pode ser uma potencial estratégia
para tratar ASGS (33). Em uma co-cultura de ASGS com células de Schwann (CS)
(responsaveis pela producdo da bainha de mielina) as altas taxas do eixo TrkB/BDNF
aumentaram a expressdo de N-Caderina, Vimentina e diminuiram a expressdo de E-
Caderina. A alta expressdo desse eixo pode ter relacdo com as atividades invasivas e
migratérias, podendo estar associada a invasdo perineural. O uso de drogas
blogueadoras de TrkB foram capazes de reverter esses efeitos. Também foi possivel ver
que as CS desempenham um papel importante na EMT mediada pelo eixo
BDNF/TrkB(71).

O eixo BDNF/TrkB foi visto superexpresso em 50% dos canceres de cabeca e
pescoco de células escamosas (CCPCE), mas estava sub expresso na mucosa normal.

Essa expressdo reduziu a expressdo de E-caderina, e aumentou a expressdao de Twist,



levando ao EMT. A estimulacdo de CCPCE usando BDNF aumentou as habilidades
invasivas e migratorias em modelo animal. A sub expressdo do TrkB levou também a
diminuicdo do crescimento tumoral, mostrando que o eixo BDNF/TrkB pode ser um
componente do multi-passo da progressdo tumoral, 0 que o torna uma via terapéutica
promissora para tratar CCPCE (15).A resisténcia a drogas relacionada com a alta
expressdo de TrkB também foi relatada em CCPCE. Nesse tipo tumoral, o TrkB ativou
X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XiAP) levando a inibicdo das caspases. TrkB
super expresso também ativou MultiDrug Resistance 1 protein (MDR1) e juntos, esses
eventos tornaram as células resistentes a cisplatina. Esse receptor desempenhou papel
na regulacdo de agentes citotdxicos e sua modulagdo induziu a sensibilidade a cisplatina
por diminuir a expressdo de XiAP e MDR1. A inibicdo da via Akt também foi capaz de
reduzir os efeitos de TrkB na ativacdo de XiAP e MDR1, mostrando que 0 eixo
BDNF/TrkB desempenha um papel crucial no desenvolvimento de resisténcia a
cisplatina através da via de sinalizacdo Akt (26).

Além disso, outras drogas podem ser utilizadas como alternativa para a
resisténcia a cisplatina através da inibicdo do TrkB. Em linhagens celulares de CCPCE,
a inibicdo de TrkB usando drogas sensibilizadoras de cisplatina diminuiu a proliferacdo
de células que anteriormente eram resistentes a cisplatina. Essa inibicdo dependia do
tempo de proliferacdo celular. 1sso mostra que a inibicdo de membros da familia Trk
pode ser um promissor adjuvante no tratamento de tumores resistentes a cisplatina
dependentes de TrkB(31).

A alta expressdo do receptor TrkB, bem como do seu ligante BDNF conferem as
células caracteristicas importantes para o desenvolvimento e manutencdo de diversos

tipos de cancer, como pode ser visto na tabela 1.



Tabela 1: Caracteristicas conferidas pela alta expressao do eixo BDNF/TrkB as células.(X) representa presenca

da caracteristica.

CancerType

Invasion
Migration
EMT
Angiogenesis
Metastasis
CellProliferation
Apoptosisresitance
Anoikisresistance
Advancedclinicalstage
Activationof PI3K/Akt
Activationof JAK/STAT3
Activation of Twistl and Twist2
Regulation of Supressor of Tumor
Genes
DrugResistance
AurtorofStudy

Kim et al., 2015 (21)
X Kim et al., 2016 (22)

Tsai et al., 2017 (49)

Choy et al., 2017 (50)

X
X
X
X

Breast

X
X X x X

Gotz and Santdner, 2014 (24)
X X X Chen et al, 2016(51)
X X X Onishi et al., 2017(53); Kimura et al., 2018 (52)
X X Rolf and Raez, 2017(54); Ozono et al., 2017(23)

X

Li et al., 2015(29)
Croucher et al. 2015 (28)
Neuroblastoma X Batzke et al., 2018(57)
X lyer et al., 2016 (30)
X X X Xiong et al., 2018(32)

X X |

X X X X Tanaka et al., 2014 (36)
Colorrectal X X X X X X X X Akil et al., 2016(59)
X Mazouffre et al., 2017(61)

X Polakowski et al., 2014 (65)
Abbaci et al., 2018 (66)

Leukemia

Yuan et al., 2018b(67)

i X
Cervical
X X X Yuan et al., 2018a(27)

Kawamoto et al., 2017 (63)

Gallbladder X
X Kawamoto et al., 2018 (62)

Gastric Choi et al., 2016 (68)

x|

Renal X X De La Cruz-Morcilloet al., 2016 (35)
Ewing Sarcoma X x  Heinenetal., 2016 (34)

=

Esophageal X x  Tanaka et al., 2009 (25)

Li and Zhu, 2017 (69)

X X

X Jiaetal., 2015(33)
X X Shan et al., 2016 (71)
X X Li et al., 2014(70)
Head andNeck
X Ng et al., 2012 (37)
X X X X Kupferman et al., 2010 (15)
X x Leeetal., 2012(26)

X x  Yilmazetal., 2010 (31)




4. TrkB em Célula-TroncoTumoral

Células-tronco tumorais(CTT) sdo uma subpopulacao celular presente em alguns
tipos de céncer (39). CTTs apresentam habilidades de diferenciacdo e auto renovacéo,
sendo crucial para a iniciacdo e progressdo do céancer (40). Alguns biomarcadores de
superficie celular podem ser utilizados para identificar as CTTs como Aldeido
Desidrogenasel (ALDH1), CD44, CD117 e CD133 (72, 73) e tumores que apresentam
CTTs tem alta expressao desses biomarcadores (44, 74).

No céncer de mama triplo negativo (CMTN), CTTs foram responsaveis pela
recorréncia tumoral, porém 0s mecanismos responsaveis por esse evento ainda sao
inexplicados. CTTs derivadas de CMTN recorrente tiveram maior capacidade de auto
renovacdo quando comparadas com CTTs de tumores primarios. O fator de transcri¢do
Kruppel-likefactor4 (KLF4) leva a uma potencialauto-renovacdo das CTTs que
apresentam superexpressdo de TrkB ativado por BDNF (CTT+TrkB). As CTT+TrkB
foram relacionadas como responsaveis pela recorréncia de CMTN. Em uma analise
realizada com modelos de camundongo, a remogdo da populacdo CTT+TrkB levou a
prevencéo da recidiva tumoral nesses animais (75).

No modelo tumoral de glioma humano, as CTTs que apresentaram TrkB
superexpresso bem como BDNF e NT3, foram responsaveis pela iniciacdo e progressdo
maligna. TrkB ativado por BDNF ou por NT3 levou a ativacdo das vias ERK e Akt,
aumentando a viabilidade das CTTs. O uso de pan-inibidor de Trk (droga capaz de
inibir os trés membros da familia Trk) ou knockdown dessas estruturas foi capaz de
diminuir o crescimento das CTTs. A inibicdo das vias ERK e Akt foi capaz de bloquear
a sobrevivéncia das CTTs mediada por BDNF e NT3 (76).
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Figura 2: A: Representacdo de todos os tipos celulares de cancer reportados nesse
estudo que apresentam BDNF e TrkB superexpressos. B: mostra a presenga de CTTs in
todos esses canceres. C: relata os tipos de cancer que apresentam ambas as
caracteristicas (BDNF/TrkB superexpressos e CTTs). BDNF e TrkB estdo expressos em
CTTs de mais algum tipo de cancer? Mais estudos sdo necessarios para responder esta
questéo.

5. Drogas Inibidoras de TrkB

Além do uso de siRNA, algumas drogas estdo em testes clinicos de fase 1 para
avaliar seu efeito como inibidor da familia Trk. Drogas como AZ64 (31), AZD6918
(29) GNF4256 (28), Ana-12 (34, 77), K252a (34), CEP-701 (3), MGCD516, PLX7486,
DS-6051b, TSR-011 (78) podem atuar melhorando a resposta terapéutica de diversos
modelos tumorais como descrito na tabela 2. (3)



Tabela 2: Drogas em estudos clinicos de fase 1 e seus efeitos em diversos modelos

tumorais.
Droga Modelo tumoral Efeito da utilizagéo Referéncia
AZ64 HNSCC Inibicdo da proliferacao celular (31)
AZD6918 Neuroblastoma Sensibilizacdo de células tumorais ao Etoposido (29)
GNF4256  Neuroblastoma Inibicdo do crescimento celular e sensibilizacdo a associagdo (28)
de irinotecano associado a temozolomida
Ana-12 Carcinoma oral e Reversdao dos comportamentos semelhantes a dor induzidos (34, 77)
Sarcoma de Ewing  pelo tumor oral/ diminuicéo da proliferacéo celular
K252a Sarcoma de Ewing  Associado com dose sub efetiva de quimioterapia citotoxica, (34)
diminuigdo da proliferagéo celular e da formacéo de colonia
MGCD516 (78)
PLX7486  Tumores Solidos N&o descrito
DS-6051b
TSR-011  Cancer de pulméo Né&o descrito (78)
de células ndo
pequenas
CEP-701  Cancer de mama Inducdo da morte celular e regressao tumoral (3)
6. Concluséo

O eixo BDNF/TrkB pode desempenhar papeis importantes em diversos tipos de
cancer, sendo responsavel pela proliferacdo celular, resisténcia a apoptose, resisténcia a
Anoikis, estagio clinico avancado, ativacdo das vias PI3K/Akt e JAK/STATS3, ativacdo
das proteinas Twist 1 e 2, regulacdo de genes supressores de tumor e de resisténcia a
drogas, invasdo, migracdo, transicdo epitélio-mesenquimal, angiogénese e metastase.
Portanto, o eixo BDNF/TrkB esta associado com mau prognostico e pode ser utilizado
como biomarcador para diversos tipos de cancer. As células-tronco tumorais conferem
ao tumor comportamento similar e também estdo associadas a um mau prognastico.
Quando associados, TrkB e CTTs conferem maior viabilidade e podem levar a
recorréncia tumoral. E a superexpressio de TrkB quem confere as CTTs essas
habilidades? Ainda ndo se sabe. O que se sabe é que ambos representam vias
promissoras para o desenvolvimento de novas estratégias, capazes de melhorar a atual
terapia do cancer e sdo alvos potenciais para o desenvolvimento de terapias
customizadas, porém ainda séo necessarios mais estudos avaliando a relacdo entre essas

duas estruturas para elucidar os mecanismos subjacentes.
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