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RESUMO

VIEIRA, G. M. “Efeitos da inibicao das quinases ROCK no potencial invasivo de linhagens celulares
de sarcoma de Ewing”. 2016, 64f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

O sarcoma de Ewing (SE) € um tumor caracterizado por possuir células indiferenciadas, de
origem neuroepitelial. E o segundo tumor ésseo maligno mais comum em criancas e adolescentes. O
tratamento consiste na aplicacdo de quimioterapia neoadjuvante, seguida da cirurgia e a
guimioterapia adjuvante ou radioterapia. Contudo, a disseminagao deste tumor é muito intensa, e
mesmo em pacientes onde a metdstase ndao ocorreu, podem haver células tumorais circulantes.
Além disso, a sobrevida de 5 anos que cerca de 70% dos pacientes que ndo apresentam metastase no
momento do diagndstico atingem, cai para 25% nos pacientes que apresentam metdstase. A
migracdo e invasdo celular dos tecidos vizinhos e vasos sanguineos, a adesao celular e a proliferacao
sd0 processos essenciais para que a metastase tumoral aconteca. Dentre as reguladoras da
mobilidade, adesdo celular e proliferacdo estdo as GTPases da familia Rho, que possuem entre suas
quinases efetoras, ROCK1 e ROCK2. Assim, as proteinas ROCK induzem inimeras respostas celulares
gue envolvem a regulagdo de muitas proteinas associadas ao citoesqueleto. Estudos evidenciam que
respostas sinalizadas por ROCK agravam fendtipos associados ao cancer e outras doengas. O
presente trabalho teve como objetivo verificar a expressao dos genes ROCK1 e ROCK2 em amostras
tumorais e linhagens celulares de SE, e os efeitos in vitro da inibicdo farmacolégica de ambas as
quinases. O estudo da expressdo génica de ROCK1 e ROCK2 em amostras de pacientes com SE (n=18)
revelaram uma hipoexpressdao de ambos genes, tanto nas amostras de pacientes com SE quanto nas
linhagens celulares SK-ES-1 e RD-ES. N3o foi encontrada nenhuma relagdo das expressées génicas
com os dados clinicos. Contudo, a presenca do gene de fusdo EWS-FLI1 parece estar associada com
menor expressdo de ROCK1. Verificou-se que a proliferacdo celular, a capacidade clonogénica e o
ciclo celular ndo se alteraram significativamente nas linhagens celulares de SE apds os diferentes
tratamentos com as drogas GSK429286 (inibidor de ROCK1), SR3677 (inibidor de ROCK2) e
Hidroxifasudil (pan-inibidor). Porém, apesar de nao significativo, observou-se um ténue aumento na
migracdo e invasdo celular apds o tratamento com as drogas. Nossos dados indicam que ROCK1 e
ROCK2 podem possuir um papel na tumorigénese do SE, e ainda estar relacionadas com os

mecanismos de migra¢do e invasao celular, processos importantes para a metastase tumoral.

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing, ROCK, GSK429286, SR3677, Hidroxifasudil.



ABSTRACT

VIEIRA, G. M. “Effects of ROCK kinases inhibition on the invasive potential of Ewing sarcoma cell
lines”. 2016, 64f. Master’s degree dissertation - School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of
S3o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil.

Ewing's sarcoma (ES) is characterized by undifferentiated cells of neuroepithelial origin. It is
the second most common malignant bone tumor in children and adolescents. Standard treatment
consists of preoperative chemotherapy, followed by surgery and postoperative chemotherapy
and/or radiotherapy. However, the spread of the tumor is very high and even in patients where the
metastasis has not occurred, there may be circulating tumor cells. Furthermore, the 5-year survival
which about 70% of patients without metastases at diagnosis achieve, falls to 25% in patients with
metastases. Migration and invasion into adjacent tissues and blood vessels, cell adhesion and
proliferation are essential for tumor metastasis to occur. Among the regulators of the processes are
the Rho family of GTPases, which have as their effector kinases, ROCK1 and ROCK2. Thus, ROCK
induce numerous cellular responses involving the regulation of many proteins associated with the
cytoskeleton. Studies show that responses regulated by ROCK aggravate phenotypes associated with
cancer and other diseases. This study aimed to verify the expression of ROCK1 and ROCK2 genes in ES
tumor samples and to evaluate the effects of their pharmacological inhibition in vitro. Gene
expression analysis showed lower expression of ROCK in both, patient samples (n=18) and the SK-ES-
1 and RD-ES cell lines. There was no relation of gene expression with clinical data. Nonetheless, the
presence of EWS-FLI1 fusion appears to be associated with lower expression of ROCKI1. Cell
proliferation, clonogenic capacity and the cell cycle were not affected after different treatments with
GSK429286 (ROCK1 inhibitor), SR3677 (ROCK2 inhibitor) and Hydroxyfasudil (pan-inhibitor).
However, although not significant, there was a tenuous increase in cell migration and invasion
following treatment with the drugs. Our data suggest that ROCK1 and ROCK2 might have a role in ES
tumorigenesis and may be related im part to migration and invasion cell mechanisms, important

processes for tumor metastasis.

Keywords: Ewing’s Sarcoma, ROCK, GSK429286, SR3677, Hydroxyfasudil.
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INTRODUCAO

O sarcoma de Ewing (SE) é o segundo tumor ésseo maligno mais comum em criangas e
adolescentes e pertence a um grupo mais amplo de tumores neuroectodérmicos conhecidos como
Familia de Tumores de Ewing (FTE). Suas células sdo caracterizadas por serem indiferenciadas, de
origem neuroepitelial, pequenas, redondas e azuis. A incidéncia anual do SE é de trés em 1 milhdo de
criangas ao ano com menos de 15 anos, sendo 95% dos casos entre 5 e 25 anos, apesar do
diagndéstico ser mais frequente na segunda década de vida. E mais comum em homens, numa
proporgdo de 1,4 para 1 e raramente ocorre em negros e asiaticos (Fletcher et al., 2002; Bernstein et
al., 2006; Ferreira et al., 2008; Lissat et al., 2012).

O SE ocorre principalmente nas diafises de ossos longos das extremidades, como fémur, tibia,
umero e fibula, sendo descrito também em ossos chatos como a pelve, costelas, escapula e cranio
(Fletcher et al., 2002; Fukushima et al., 2005; Gonzalez et al., 2013).

O marcador genético caracteristico é a presenca da translocacdo reciproca envolvendo o os
cromossomos 11 e 22, t(11;22)(g24;q12), que esta presente em 85% dos tumores de Ewing (Aurias et
al., 1983; Turc-Carel et al, 1988). Outras translocacdes menos frequentes ocorrem entre o
cromossomo 21 e 22, t(21;22)(q12;q12), totalizando cerca de 10% dos casos, entre o 7 e o 22,
1(7;22)(p22;912), que corresponde a menos de 1% dos casos (Bernstein et al., 2006; Ferreira, 2008).
Entre outras alteracGes encontradas associadas a um pior progndstico estdo as alteragGes em 4q21,
5931, 6p21, 7912, 10p11.2, 12q14, 14911, 18p23 e 10g14 (Sandberg & Bridge, 2000).

A t(11,22) leva a uma fusdo do gene EWS no lécus 2212 com o gene FLI1 no lécus 11qg24. Ha
duas formas de acontecer esta translocacdo, a partir de uma fusdo do éxon 7 do gene EWS com o
éxon 6 do gene FLI1 ou de uma fusdo do éxon 7 do gene EWS com o éxon 5 do gene FLI1 (Tsugita et
al., 2013). Segundo Peter et al. (1997) em 85% a 90% dos casos, o terminal amino de EWS é
justaposto com o terminal carboxilo de FLI/1, resultando na produgdo e expressao do produto
quimérico EWS-FLI1 (Delattre et al., 1992). Esta proteina quimérica possui regides varidveis,
facilitando a interagdo com inumeros fatores de transcrigdo, assim como a ligagao e dissociagao de
complexos de proteinas nucleares que alteram as atividades de transcricdo celular (Erkizan et al.,
2010).

Esta ligacdo de EWS-FLI1 a todos estes componentes, leva a indugdo da transcricdo de genes
envolvidos na regulacdao do ciclo celular e reparo do DNA; repressdao da expressao de genes
envolvidos na adesdo celular e migragdo; e a expressdo alterada de genes apoptdticos (Hancock &
Lessnick, 2008; Shaefer, 2008; Kauer, 2009), tendo esta proteina quimérica, portanto, atividade
oncogénica (May et al., 1993).

Os sintomas clinicos mais comuns do SE sdo dor ou edema no local primario do tumor, que pode
ser intermitente, variando em intensidade e ocorrendo em 25% dos pacientes. Segundo o INCA
(Instituto Nacional do Cancer) sintomas sistémicos como febre e perda de peso, anemia, leucocitose

e sintomas similares aos de resfriado como mal-estar e fraqueza, sdo muitas vezes vistos. Fratura
17



INTRODUCAO

patoldégica é uma complicagdo rara. Radiograficamente, a caracteristica mais comum é o
aparecimento de lesdo osteolitica mal definida envolvendo a diafise de um osso tubular longo ou de
um osso plano (Fletcher et al., 2002). Pode ser facilmente confundido com osteomielite, devido aos
sintomas parecidos, dificultando o diagndstico. Sintomas semelhantes também aos de
neuroblastoma disseminado podem ser apresentados em criangas menores de 5 anos, apesar do SE
ser incomum em criangas com esta idade (Bernstein et al., 2006).

Atualmente, o tratamento consiste na aplicacdo da quimioterapia neoadjuvante, seguida da
cirurgia e a quimioterapia adjuvante ou radioterapia, e apesar desta ultima apresentar um risco de
desenvolvimento de osteossarcoma em dreas irradiadas, é indicado para pacientes nos quais o tumor
encontra-se em local de dificil remoc&o cirurgica (AC Camargo; Gonzalez et al., 2013).

Existem esquemas especificos multidrogas de acordo com subtipos histolégicos do sarcoma. As
drogas quimioterdpicas mais utilizadas sdo: doxorubicina, topotecan, ciclofosfamida, vincristina,
actinomicina D, ifosfamida e etoposideo (Macedo & Petrilli, 1999; Ladenstein et al., 2010; Demicco et
al., 2012; Kovar et al., 2012).

Os ensaios clinicos multicéntricos com a aplicacdo da quimioterapia sistémica em conjunto com a
cirurgia e/ou a radioterapia proporcionou uma melhora na sobrevida dos pacientes, principalmente
aqueles com a doenga localizada. A sobrevida global atual de 5 anos ocorre em 70% dos pacientes
com a doenga localizada, sendo que dois tercos tém chance de serem curados. Porém, esta taxa
atingiu um patamar na ultima década. Além disso, a incidéncia de metastase é muito alta e, apenas
25% dos pacientes com metastase primaria atingem a sobrevida de 5 anos (Laurence et al., 2005;
Bernstein et al., 2006; Ladenstein et al., 2010). O progndstico de criangas e adolescentes com a
doenga metastdsica é ruim e somente 10% dos que tiveram a doenga recorrente sobrevivem a longo
prazo (Hunold et al., 2006; Ladenstein et al., 2010).

Devido a rapida disseminagao do SE, a presen¢a do tumor metastasico esta em 15% a 30% dos
pacientes no momento do diagndstico, apresentando metdstase principalmente para os pulmdes,
0ssos e medula 6ssea (West, 2000). As metdstases pulmonares correspondem a aproximadamente
50%, ossos e/ou medula dssea 40% e os casos com envolvimento linfatico 10%, podendo raramente
ser encontrada metastase no figado ou sistema nervoso central. Pacientes com metastases
pulmonares possuem um progndstico melhor do que pacientes com envolvimento de ossos ou
medula dssea, os quais possuem menos de 20% de cura com os tratamentos disponiveis atualmente
(Macedo & Petrilli, 1999; Bernstein et al., 2006).

O periodo de maior risco de recorréncia do tumor sdo os 36 primeiros meses apds o inicio do
tratamento e apesar do tratamento multimodal, cerca de 30% a 40% dos casos que possuem a
doenga metastatica morrem devido a progressao do tumor. Mahlendorf & Staege (2013) também
citam que o risco de neoplasias secunddrias aumenta drasticamente apds altas doses de

quimioterapia, atingindo cerca de 1 a 2% dos pacientes.
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Além disso, a agressividade do tumor, a estreita semelhan¢a nos sintomas com doencas ndo
tumorais, o atraso entre o inicio dos sintomas e o diagndstico e as baixas sobrevidas, fazem do SE um
dos tumores de mais dificil tratamento. A estratégia multimodal atual com terapias direcionadas no
qual baseia-se no estudo de alteracdes moleculares especificas do SE, ndo esta disponivel na maioria
dos hospitais (Gonzalez et al., 2013).

Nos ultimos dez anos, houve uma estagnacdo na melhora da sobrevida dos pacientes com SE
tratados com a quimioterapia cldssica, principalmente naqueles que apresentam metdastase. Novos
agentes antineoplasicos com base em conhecimentos detalhados sobre o SE sdo necessarios para
melhorar a sobrevida dos pacientes. A utilizacdo de drogas atuais para efetuar a inibicdo de vias
especificas que estdo alteradas neste tumor pode ser uma alternativa para identificacdo de alvos
terapéuticos (Lissat et al., 2012).

A migragdo e invasdo celular dos tecidos vizinhos e vasos sanguineos, a adesdo celular e a
proliferacdo sdo processos essenciais para que a metastase tumoral aconteca. Na progressao
tumoral, as células podem migrar tanto da forma coletiva, como da forma individual, sendo os
principais tipos de movimento desta ultima, o movimento ameboide e mesenquimal, dependendo do
microambiente em que as células estdo presentes (Ginsberg et al., 2001). O tipo ameboide é o mais
simples, em que a célula adquire formato arredondado, é mais rapida e menos adesiva, passando por
entre as fibras da matriz extracelular (Figura 1). Ja na migragcdo mesenquimal, a célula é fusiforme
alongada e muito adesiva, passando pelas fibras da matriz extracelular com o auxilio de proteases
(Fried| & Wolf, 2003; Schmidt & Friedl, 2010).

Em ambos os tipos de movimento, a célula perde a adesdao com suas células vizinhas e passa a
migrar sozinha, invadindo estroma e tecidos préximos, dependendo assim da remodelagdo do
citoesqueleto de actina tanto na migragao mesenquimal, para ades3ao a matriz extracelular, como na
migracdo ameboide, para gerar forca contratil (Friedl & Wolf, 2003; Montenegro, 2011).

Os dois tipos de migragao ndao ocorrem ao mesmo tempo, ou seja, sdo mutuamente excludentes
e influenciados pelo microambiente em que se encontram. Quando a matriz extracelular é mais
macia, ocorre preferencialmente uma migracdo mesenquimal, que é regulada pela via Rac. Por outro
lado, quando a matriz é mais rigida, uma migracdo do tipo ameboide é favorecida, que é controlada
pela via Rho-ROCK (Sahai & Marshall, 2003; Amin et al., 2013).

As GTPases da familia Rho sdo reguladoras da mobilidade e adesao celular. Elas estdo envolvidas
na organizacdo dos filamentos de actina e sdo controladoras de processos bioldogicos como
proliferacdo, migracdo, adesdo, diferenciacdo, apoptose, citocinese, expressdo génica, trafego
intracelular e progressdo do ciclo celular (Nakagawa et al., 1996; Pinheiro, 2010; Tseliouet al, 2016).
As proteinas Rho mais bem caracterizadas sdo: RhoA, RhoB, Racl e Cdc42 (Hall, 1998; Heasman and

Ridley, 2008).
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Migragdo ameboide Migragdo mesenquimal

Figura 1: A) Migracdo amebdide, guiada pela reestruturagdo e contragdo de filamentos de actomiosina. B)
Migracdo menquimal, envolvendo a degradagdo da matriz extracelular [adaptado de Narumiya et al., (2009)

por M.S. Brassesco].

Dentre as proteinas efetoras de Rho estdo as proteinas quinases associadas a Rho, ou proteinas
ROCK, que sdo codificadas pelo gene Rho-associated coiled-coil kinase (ROCK) e sdao conhecidas duas
formas homdlogas, ROCK1 e ROCK2. As proteinas ROCK s3o quinases de serina-treonina de 160 kDa,
que apresentam 65% de homologia nas suas sequéncias de aminodcidos e até 92% no dominio
quinase, o que pode explicar a similaridades de seus alvos (Figura 2). SGo ubiquamente expressas,
porém, ROCK1 é preferencialmente expressa no figado, bago, rins, pulmdes e testiculos e ROCK2 é
predominante em outros tecidos como cérebro e musculos esqueléticos (Nakagawa et al., 1996; Shi

etal., 2013).
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Figura 2: A) Dominios estruturais das proteinas ROCK1 e ROCK2; Homodimeros de proteinas ROCK
demonstrando sua forma inativa (B) e sua forma ativa (C) apoés ligagdo de Rho-GTP [adaptado de Morgan-

Fisher et al., (2013) por M. S. Brassesco].
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As proteinas ROCK possuem um dominio N-terminal quinase ou o dominio catalitico (CD), um
dominio coiled-coil (filamento helicoidal) contendo um dominio de ligagdo a Rho (RBD) e um dominio
C-terminal rico em cisteina (CRD) de homologia a plecstrina (PH) (Matsui et al., 1996). O dominio C-
terminal, incluindo o dominio PH e juntamente com o RBD, é uma regido auto-inibidora que inibe sua
atividade quinase sob condi¢Ges basais via associacado intramolecular com o dominio quinase (Figura
2). Por outro lado, a ligacdo de proteinas homdlogas a ROCK em seu dominio quinase N-terminal,
aumenta a auto-fosforilagdo, sugerindo que a dimerizacdo pode promover a atividade de ROCK
(Schofield & Bernard, 2013). Todas as trés proteinas Rho podem se ligar ao dominio RBD de ROCK, e
estando carregadas com moléculas de GTP, aumentam a atividade catalitica através da inducdo de
alteragdes conformacionais que diminuem a auto-inibicdo pelo dominio C-terminal (Dvorsky et al.,
2004).

ROCK exibe a sua atividade biolégica através de fosforilagdo de uma série de alvos, sendo os
principais: a cadeia leve da miosina (MLC), a fosfatase 1 (MYPT1), a miosina de cadeia leve 2 (MLC2) e
as LIM quinases, que regulam a organizacdo do citoesqueleto de actina, a formacdo de fibras de
estresse e a contracdo celular (Kimura et al., 1996; Maekawa et al., 1999; Ohashi et al., 2000). As
proteinas ROCK podem aumentar a fosforilagio da MLC diretamente pela sua fosforilagdo ou
indiretamente pela inativagdo de MYPT1, resultando na contratilidade das fibras de actina (Kimura et
al., 1996). As proteinas ROCK estabilizam os filamentos de actina através da ativacdo das LIM
quinases, resultando na fosforilacdo de cofilina que ird inibir sua atividade de despolimerizacdo da
actina. Ambos os caminhos, ROCK/MYPT1/MLC e ROCK/LIMquinase/cofilina estdo fortemente
envolvidos na montagem de fibras de estresse e adesdo celular (Shi et al., 2013).

As proteinas ROCK1 e ROCK2 também estdo envolvidas na regulagao da proliferagdo celular e da
citocinese e sdo ativadas durante o ciclo celular, tanto em G1 quanto na mitose (lzawa et al., 1998;
Pawlak & Helfman, 2002). A hiperexpressdo constitutiva de ROCK1 e ROCK2 aumenta a proliferagdo
celular e sua ativagdo induz um aumento na expressao de B—catenina, assim como de seu alvo de
transcrigdo c-myc, acarretando também, um aumento da proliferagdo (Kosako et al., 2000). Por outro
lado, as proteinas ROCK sdo ativadas durante a citocinese, contribuindo para a formagdo dos sulcos
de clivagem ricos em actina e a desmontagem dos filamentos intermediarios abaixo do sulco de
clivagem (Matsumura, 2005; Izawa & Inagaki, 2006). A inibicdo de ROCK causa entdo, um atraso na
segregacdo das células filhas, sendo sua regulacdo precisa muito importante na citocinese (Kosako et
al., 2000).

Portanto, ROCK1 e ROCK2 induzem inimeras respostas celulares que envolvem a regulacdo de
muitas proteinas associadas ao citoesqueleto (Figura 3). E cada vez mais evidente que tais respostas
sinalizadas pelas proteinas ROCK agravam muitos fenétipos associados ao cancer e outras doengas

cardiovasculares, neuroldgicas, de insuficiéncia renal, asma, glaucoma, osteoporose e de resisténcia
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a insulina, podendo ser uma molécula promissora para o tratamento destas inUmeras patologias
(Olson, 2008; Pan et al., 2013; Schofield & Bernard, 2013).

Diversos trabalhos tém mostrado a relagao das proteinas ROCK com muitas destas patologias, e a
inibicdo das mesmas através de drogas ou RNA de interferéncia (siRNA) tem sido visto como uma
nova e importante estratégia terapéutica para estas doencgas. Samuel et a/ (2011), mostraram que a
expressao de ROCK induz a formagdo de tumores em cancer de pele; Schofield & Bernard (2013), por

outro lado, citam a inibi¢do por fosforilagdo de ROCK importante em melanoma.
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Figura 3: Sinalizacdo da via das proteinas ROCK (Adaptado de Feng et al., 2015).

Segundo dados de Mertsch & Thanos (2014), as ROCKs também sdo candidatos na terapia do
glioblastoma. Os autores demonstraram que o bloqueio de ambas as isoformas de ROCK com
inibidores farmacolégicos regulam o processo de migracdo. Constataram ainda, que a ativagdo
equilibrada de ROCK é responsavel pela proliferacdo de células de glioblastoma e pela migracado
especifica conforme o substrato.

Liu et al. (2009) observaram que inibindo ROCK com Y27632 ou pequenos siRNA, a migracdo
e a proliferacdo celular é impedida em in vitro e a metdstase diminuida in vivo em osso humano.

Visto que a via de sinalizacdo de ROCK é importante em toda esta vasta gama de doencgas,
além de estar envolvida em varios tipos de cancer como mama, pulmao, célon, figado, cabega,
pescoco, testicular, de bexiga; que a expressao aberrante de ROCK induz a metastase de varios tipos
tumorais; e a inibicdo da via ROCK poderia diminuir significativamente o crescimento de tumores em

modelos in vitro e in vivo (Pan et al., 2013); propomos neste trabalho verificar a expressdo dos genes
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ROCK1 e ROCK2 em amostras de pacientes com SE e linhagens celulares de SE e os efeitos in vitro da
inibicdo das mesmas a partir do uso das drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil sob diferentes

aspectos de invasao e proliferacdo celular em linhagens celulares de SE.
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OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressdo de ROCK1 e ROCK2 (mRNA)
em amostras de pacientes acometidos por SE e verificar in vitro os efeitos da inibicao das proteinas a

partir do uso de drogas sintéticas em linhagens celulares de SE.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os niveis de expressao dos genes ROCK1 e ROCK2 e através de PCR em tempo real em
amostras tumorais de pacientes diagnosticados com SE.

e Analisar a associa¢do entre os niveis de expressdo de ROCK1 e de ROCK2 e caracteristicas ao
diagndstico e evolucdo clinica dos pacientes;

e Verificar os efeitos da inibicdo das proteinas ROCK em linhagens celulares de SE por meio das
drogas sintéticas GSK429286 (inibidora de ROCK1), SR3677 (inibidora de ROCK2) e
Hidroxifasudil (pan-inibidor) utilizando os ensaios de proliferacdo celular, capacidade

clonogénica, migracado por wound healing assay, invasao em matrigel e ciclo celular.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratdrio de Pediatria do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC/FMRP-USP).

3.1 Casuistica

Foram utilizadas 18 amostras microdissecadas de pacientes portadores de SE, além de oito
amostras de osso ndo-neoplasico disponiveis no banco de tumores (9375/2003) do Laboratério de
Pediatria (HC/FMRP-USP) e 9 amostras de linhagens primarias de osteoblasto (gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Adalberto Luiz Rosado do Departamento de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-
Facial (TBMF) e Periodontia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP), que foram
escolhidas para serem comparadas com as amostras tumorais de pacientes. Foram obtidos os dados
clinicos dos pacientes e avaliada a associacdo da expressao génica de ROCK1 e ROCK2 das amostras

de SE com caracteristicas bioldgicas e com o prognéstico.

3.2 Linhagens Celulares e Condi¢oes de Cultura

Para o estudo, as linhagens celulares utilizadas foram RD-ES e SK-ES-1, adquiridas através do
Banco de Células do Rio de Janeiro da UFRJ. Estas linhagens celulares foram cultivadas em meio
apropriado (RPMI ou McCoy, respectivamente) suplementado com 100mg/mL de estreptomicina,
60mg/L de penicilina, e 10% ou 15% de soro bovino fetal (SBF) (pH 7.2-7.4) em atmosfera Umida
contendo 5% CO, a 37°C.

3.3 Tratamento de cultivos com drogas

Os inibidores de quinases ROCK GSK429286 (inibidor seletivo de ROCK1), SR3677 (inibidor
seletivo de ROCK2) e Hidroxifasudil (pan-inibidor) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). As solugdes estoque foram diluidas em DMSO (2,5mg/mL), filtradas em filtro millipore (0,5um)
e estocadas a -20°C em aliquotas menos concentradas. As drogas foram adicionadas em meio de
cultura imediatamente antes de serem aplicadas nas células. Como veiculo da droga, foi utilizado o
DMSO e todas as doses utilizadas de GSK429286 e SR3677 estavam com a concentragao de DMSO de
0,5% e a droga Hidroxifasudil com a concentragdo de 1% de DMSO, que ndo causam danos nas

células.

3.4 Amostras de pacientes
As amostras de SE (n=18) foram coletadas pelo servi¢o de Ortopedia Oncolégica HC-FMRP do
Departamento de Biomecanica, Medicina e Reabilitagdo do Aparelho Locomotor da FMRP-USP.
Imediatamente apds da cirurgia, as mesmas foram congeladas a -80°C e estocadas no Banco de
Tumores do Laboratdrio de Oncologia Pediatrica do Hospital das Clinicas (aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Processo 9373/2003) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
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de S3o Paulo (FMRP-USP). Todas as amostras foram obtidas apds assinatura do termo de
consentimento pelos pacientes ou seus responsaveis. O presente trabalho foi aprovado pelo comité

de ética institucional (processo n2 43619215.9.0000.5407).

3.5 Extracdo de RNA, qRT-PCR e PCR convencional

O mRNA foi extraido por meio do Reagente de Trizol (Invitrogen Inc, Carsdab, CA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado e armazenado em freezer -80°C até a sua
utilizacdo. O cDNA dos mRNAs-alvo Foi sintetizado por meio do kit High capacity (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA).

A gRT-PCR para verificar a expressdo dos genes ROCK1 e ROCK2 foi realizada utilizando o
aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os primers e
as sondas TagMan® foram adquiridas pelo sistema by-demand da Applied Biosystems. A
concentracao final dos primers e das sondas Tagman® foram 900 nM e 300 nM, respectivamente. O
volume final para cada PCR foi de 10uL, incluindo 4,5uL de amostra investigada diluida (1/10), 5 pL
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0,5uL de sonda. Foram
utilizados como genes de referéncia GUSB (glucuronidase beta) e ACTB (beta-actina). A quantificacdo
relativa da express3do génica foi determinada utilizando o método 274" (Livak & Schmittgen, 2001).

As reacoes de PCR convencional foram realizadas utilizando-se 1uL de cDNA, com 2,5 L de
tampdo Buffer (5X GoTaq Flexi, Promega, Madison, WI, USA), 0,75 pL de MgCL2, 0,5 uL de dNTP,
0,5pL de cada primer, 0,2 pL de Taq polimerase e 19,05 plL dgua de seringa, apresentando um volume
final de 25uL. Os primers utilizados foram o EWS (5’ TCC TAC AGC CAA GCT CCAAGT C3’)e o FLI (5
ACT CCC CGT TGG TCC CCT CC 3’). As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador (Veriti 96
Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, EUA). As reacGes foram mantidas a -4°C até a sua analise
por eletroforese em gel de agarose (2%). Os produtos de PCR foram aplicados no gel com tampao
TBS 1X e corados com brometo de etidio. Posteriormente, foram visualizados através da exposicdo a

luz UV e fotografados no sistema Bio-Imaging Systems da Uniscence e o programa Gel Gapture.

3.6 Ensaio de Prolifera¢ao Celular

Para esse ensaio, as células foram semeadas em densidades iniciais de 2x10® células por
pogo, sendo posteriormente testadas as concentra¢des variando de 3,5x10°a 5x10°em placas de 96
pogos e mantidas em condi¢des de cultura por 24 h. Apds este periodo, as células foram tratadas e
incubadas com os diferentes tratamentos por 24, 48, 72 e 96 h. A cada intervalo de tratamento, a
remocdo do meio de cultura dos pocos foi realizada e adicionados 100uL de meio de cultura com 10
puL de XTT (Sigma, ST. Louis, MO, USA) em cada pog¢o e as placas incubadas por mais 4 h em

atmosfera Umida contendo 5% CO, a 37°C. A leitura da absorbancia de 655nm foi realizada utilizando
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o aparelho iMark Microplate Absorbance reader (BioRad Laboratories, Inc., CA, EUA). Os resultados

estdo expressos como média e desvio padrao.

3.7 Ensaio de Capacidade Clonogénica

Para este ensaio, 1000 células foram semeadas por poco em placas de seis pocos. As células
foram tratadas e incubadas com os diferentes tratamentos por 48 h e entdo voltaram para estufa
para incubacdo por 10 dias a 15 dias, tempo suficiente para a formacao de colbnias. Para visualizacao
das coldnias, o meio de cultura foi descartado e as células foram fixadas com metanol absoluto e
coradas com Giemsa (3%). A contagem foi realizada com auxilio de estereomicroscépio (40x) e foram
consideradas apenas col6nias com numero de células maior ou igual a 50. Os resultados estdo

expressos como média e desvio padrao.

3.8 Ensaio de Invasao celular em Matrigel

As células foram tripsinizadas, contadas e ressuspensas em meio de cultura sem SBF tratado
com as diferentes concentragdes das drogas inibidoras de ROCK. Posteriormente, 5x10° células foram
colocadas no topo da matriz de matrigel do kit BD BiocoatTM MatrigelTM Matrix—24 well plate
(Becton, Dickinson and Company, NJ, EUA). Na parte inferior do inserto foi adicionado meio de
cultura com 10% de SBF. Apds a incubacdo a 37°C por 24 h, as células que ndo invadiram foram
removidas da parte superior do inserto com o uso de um swab (tipo de cotonete). As células que
invadiram foram fixadas com metanol 100% por 15 minutos e coradas com uma solugdo de Giemsa
3%. As membranas do inserto foram removidas posteriormente, montadas em laminas de vidro com
Entellan (Merk®) e fotografadas ao microscépio de luz clara (magnificacdo de 100x) sendo contadas
com o auxilio do software Image-J, versdo 1.48 (Abramoff et al., 2004). Os resultados estdo expressos

como média e desvio padrao.

3.9 Ensaio de migragao por wound healing assay

Os ensaios de migragdo in vitro foram realizados de acordo com Liang et al. (2007) com
pequenas modificagdes. Resumidamente, as células foram mantidas em meio de cultivo até
confluéncia em placa de 12 pocos e entdo foram realizadas “feridas” com o auxilio de uma ponteira
de 200pL. No tempo zero, o sitio de ferida foi fotografado. As células foram entdo tratadas com as
diferentes concentragbes das drogas por 24 h em meio de cultivo suplementado com 1% de SBF.
Apds esse periodo, as células foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa 3% e fotografadas. O
software Motic Images Plus v2.0 (Motic China Group Co., Ltd) foi utilizado para calcular a area livre
de células. A taxa de migragdo foi calculada entdo como a distdncia em nanémetros migrada ao longo

do tempo. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrdo.

29



MATERIAL E METODOS

3.10 Avaliagao do Ciclo Celular

Para a avaliacdo das fases do ciclo celular, 1,5x10° células foram semeadas em placas de 6 pocos
e tratadas com as drogas por 24 h. Apds o tratamento, as células foram fixadas em etanol 100%,
coradas com iodeto de propideo (1 mg/mL) e analisadas. Foram analisadas 5000 células utilizando o
programa Guava CytoSoft 4.2.1 (Guava Technologies, Hayward, CA). A progressao do ciclo celular foi
avaliada através de verificacdo da quantidade de DNA presente na célula. O iodeto de propideo cora
especificamente o DNA e através da citometria de fluxo a quantidade do mesmo é mensurada e o

ciclo celular em que a célula se encontra (G1, S ou G2/M) é determinada.

3.11 Forma de analise dos resultados

Para andlise da dindmica de expressao génica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney, com o auxilio dos softwares Graph Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e
SPSS 21.0 (SPSS Inc. Chicago, USA) para analise da relacdo entre a expressdo génica das amostras
tumorais e os dados clinicos dos pacientes. Para analisar as diferencas entre os tratamentos foi
realizada One Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Foi considerado nivel de significancia

0<0,05.
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4.1 Dados clinicos dos pacientes

As caracteristicas clinicas dos pacientes avaliadas foram sexo, idade, metastase, localizagao,
recidiva, obito, grau de necrose, tamanho do tumor, presenca do gene de fusdo EWS-FLI1,
verificando se hd uma associacdo das mesmas com as expressdes dos genes ROCK1 e ROCK2 nas
amostras de pacientes com SE. A Tabela 1 resume estes dados.

Foram analisadas amostras de sete pacientes do género feminino (39%) e onze do género
masculino (61%), com média de idade de 14 anos (variacdo de idade de 4 a 28 anos). Para analise, as
amostras foram divididas em dois grupos, amostras de pacientes com uma idade menor ou igual a 14
anos (10 pacientes — 56%) e amostras de pacientes com mais de 14 anos (8 pacientes — 44%). A
localizacdo dividiu as amostras dos pacientes em dois grupos, os que possuiam tumor com
localizagdo axial (4 pacientes — 22%) e 0os que possuiam tumor com localizagdo apendicular (14
pacientes — 77%).

Foi avaliada a presenca de metdstase ao diagndstico, estando presente em apenas cinco
pacientes (28%), sendo quatro pulmonares e uma em linfonodo inguinal. Quanto aos dados
relacionados aos eventos de recidiva e/ou dbito, nove pacientes sofreram recidiva (50%), sete
pacientes (38%) estdo vivos sem a doenga, outros cinco pacientes (28%) estao vivos, porém com a
doenca e cinco pacientes (28%) foram a dbito.

O grau de necrose segundo o critério de Huvos também foi analisado, considerando os graus
de 1 a 4. Os graus 1 e 2 correspondem a pouca necrose pds-quimioterapia e consequentemente uma
pior resposta ao tratamento, e os graus 3 e 4 correspondem a muita necrose e consequentemente
uma boa resposta ao mesmo. Dois pacientes (11%) apresentaram grau 1, um paciente (5%)
apresentou grau 2, quatro pacientes (22%) apresentaram grau 3, seis pacientes (33%) apresentaram
grau 4 e somente um (5%) ndo apresentou necrose. Dos quatro restantes (22%), tais informagdes
nao estavam disponiveis. O tamanho também foi calculado, sendo que tumores com até 200cm?
foram considerados pequenos e os maiores que 200cm? foram considerados grandes. Sete pacientes
(39%) possuiam tumor grande e a outros oito (44%), tumor pequeno.

Para detectar a presenca do gene de fusdo EWS-FLI1 nos pacientes, foi realizado PCR
convencional e eletroforese em gel de agarose. Dos 18 pacientes estudados, 15 apresentaram o gene

de fusdo, representando 83% de positividade, como pode ser observado na Figura 4.
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Tabela I. Dados clinicos referentes a idade, sexo, tamanho do tumor, huvos, metdstase, localizacdo e status

dos pacientes incluidos no estudo.

Paciente Ildade Sexo Cor EWS-FLI1 Tamanho Huvos Metastase Localizagao Status

1 17 F | Parda |Negativo | 1396,5cm? | . Néo Nao Escapula Direita | Vivo sem adoencga Nao
informado

2 4 M | Branca | Posiivo | 320cms |AUSENCide | o onar | Torace-abdominal Obito Sim

necrose invertebra

3 18 F |Branca| Positivo | 9561 cm? Grau 4 Néo Umero direito Obito Sim

4 15 F |Branca | Positivo 26 cm? Grau 4 Nao Fémur direito Vivo sem a doenca Nao

5 14 | M |Branca | Positivo |51324cm®| Va0 Pulmonar Fibula Obito Sim
informado

6 20 M | Branca | Positivo | 4875cm? Grau 2 L.meI?Od.OS Fémur esquerdo Obito Nao

inguinais

7 12 F |Branca| Positivo | 81,01 cm? Grau 3 Nao Fibula direita Vivo sem a doenca Nao

8 13 | F |Branca Positivo | 67.5cm® | Na° Néo Fibula direita Vivo No
informado

9 17 F | Branca | Positivo Grau 4 Ndo Coxa direita Vivo sem a doenca Nao

10 16 M | Branca | Positivo |2148,6 cm? Grau 3 Pulmonar |Fémur e tibia direita | Vivo com a doenca Sim

(il 16 F | Branca | Positivo Grau 4 Nao Pubis/Pelve Vivo sem a doenca Nao

12 6 M | Branca | Negativo Grau 4 Nao Fémuresquerde | Vivocom adoenca Sim

13 12 M | Branca | Positivo | 1870em?® | . Néo Néo Ossoiliaco esquerdo, Obito Sim
informado

14 10 M | Branca | Positivo |221,67 cm? Grau 4 Nao Umero direito Vivo sem a doenca Nao

15 9 M | Branca | Positivo | 154,22 cm? Grau 3 Ndo Fibula direita Vivo com a doenca Sim

16 28 M | Branca | Positivo | 2415¢cm? Grau 1 Pulmonar Coxa Vivo com adoencga Sim

17 9 M | Branca | Negativo | 154,22 cm? Grau 3 Nao Fibula direita Vivo com a doenca Sim

18 (A M | Branca | Positivo | 135,46 cm? Grau 1 Nao Toérax Vivo sem a doenca Nao

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M 12

| —
§ —
b —

13 14 15

16 17 18 CP

Figura 4: Gel de agarose 2% mostrando os pacientes positivos para o gene de fusdao EWS-FLI1. Os pacientes ndo
identificados ndo foram diagnosticados com SE. A diferenca nos tamanhos das bandas corresponde a
diferentes pontos de quebra entre os pacientes. CT= controle positivo; M= marcador de peso molecular (ladder

de 1 kb Invitrogen).

4.2 Expressao dos genes ROCK1 e ROCK2 e relagao com dados clinicos

Primeiramente, foi realizada a analise para a escolha dos melhores genes de referéncia para
serem utilizados na PCR em tempo real. Esta analise avaliou a expressdo dos genes de referéncia
GAPDH, HPRT, GUSB e ACTB nas amostras de pacientes com SE, osteossarcoma e nas linhagens

MRC5 (fibroblasto normal), SK-ES-1 (sarcoma de Ewing) e HOS (osteossarcoma). Foi constatado que
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0s genes mais estaveis, portanto mais adequados para serem utilizados como referéncia, foram os
genes GUSB e ACTB.

A linhagem celular MRCS5 foi utilizada como calibrador em todos os experimentos de analise
de expressdo das amostras tumorais de SE. Para comparacdo com as amostras e linhagens de SE,
foram utilizados dois grupos controles nas analises de expressdao génica de ROCK1 e ROCK2, sendo
eles 8 amostras de 0sso ndo neopldsico e 9 amostras primdrias de osteoblasto (provenientes de
amostras de mandibulas ndo neoplasicas). Todas as amostras foram avaliadas em duplicata por PCR
em tempo real.

Apds andlise, foi observado que as amostras tumorais de SE apresentaram niveis de
expressao dos genes ROCK1 e ROCK2 estatisticamente menores do que os niveis de expressdo dos
dois grupos de amostras controle. As linhagens celulares RD-ES e SK-ES-1 também apresentaram
menores niveis de expressdo dos genes ROCK1 e ROCK2 (Figuras 5 e 6). Os graficos mostram as

expressées em forma de média. Estes dados estdo detalhados no apéndice A.
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Figura 5: Expressdo relativa do gene ROCK1 em amostras de pacientes com SE, em amostras de osso ndo
neoplasico, nas linhagens primdrias de osteoblasto e nas linhagens celulares SK-ES-1 e RD-ES. As chaves

representam diferenca significativa entre os grupos analisados (p<0,05).

34



RESULTADOS

, p=0,002 ,
I 1
o 104 p=0,002
g 1
O F%
: -
E I o® T l. e N
g oo v
.ﬁ 17 o® u L 4
o LY
z§ 7
o
Ll
w 01— . . .
& o o)
& o & ¢
& R &° RN
2 & o P
\$® "@o & q,o
S N
v o > @q
o & N
N S
A

Figura 6: Expressdo relativa do gene ROCK2 em amostras de pacientes com SE, em amostras de osso normal,
nas linhagens de osteoblasto e nas linhagens celulares SK-ES-1 e RD-ES. As chaves representam diferenca

significativa entre os grupos analisados (p<0,05).

As amostras tumorais revelaram o valor de p de 0,006 para ROCK1 e 0,002 para ROCK2
quando comparadas aos 0ssos nao neoplasicos. Quando comparadas aos osteoblastos,
apresentaram o valor de p de 0,02 para ROCK1 e 0,002 para ROCK2. Ja as linhagens celulares,
apresentaram o valor de p de 0,06 para ROCK1 e 0,6 para ROCK2 quando comparadas aos 0ssos ndo
neopldsicos. Quando comparadas aos osteoblastos, apresentaram o valor de p de 0,03 para ROCK1 e
0 mesmo valor para ROCK?2.

Pode-se observar também que todas as amostras em questdo (tumorais, osso normal e
linhagens celulares) estdo com a expressdao um pouco mais elevada de ROCK2 do que de ROCK1
(Figuras 5, 6 e 7). Além disso, especialmente nas amostras tumorais, ROCK2 estd com a expressao
mais elevada, porém também com maior variacdo das expressdes do que ROCK1 (Figura 7).

Ao relacionar a expressdo dos genes ROCK1 e ROCK2 e as caracteristicas clinicas e bioldgicas
dos pacientes, ndo foi possivel observar uma associacdo estatisticamente significativa. Contudo,
podemos perceber que nos pacientes que ndo possuem o gene de fusdo EWS-FLI1, os niveis de
expressao do gene ROCK1 sdo maiores do que em pacientes que possuem a translocagdo, com um

valor de p=0,06 (Figura 8).
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Expressao dos genes ROCK1 e ROCK2
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Figura 7: Expressdo relativa dos genes ROCK1 e ROCK2 em amostras de pacientes com SE.
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Figura 8: Expressdo relativa do gene ROCK1 em pacientes negativos e positivos para o gene de fusdo EWS-FLI1.

Uma andlise de correlagdo entre as expressdes dos genes ROCK1 e ROCK2 foi realizada
através do programa SPSS, por meio do indice de correlagdo de Spearman, onde os dados das
amostras tumorais foram utilizados. Os resultados mostram uma correlagdo positiva entre os genes
ROCK1 e ROCK2 (p=0,016, R=0,495).

Anadlises de sobrevida também foram realizadas, tanto de Sobrevida Global (SG) quanto de
Sobrevida Livre de Eventos (SLE) a partir do método de Kaplan-Meier. A SG trata-se do tempo
decorrido entre o diagndstico e o dbito do paciente, e a SLE é o tempo decorrido entre o diagndstico
e o acontecimento de algum evento como recidiva ou ébito. Apesar da associacdo com as expressoes
de ROCK1 e ROCK2 ndo ter sido estatisticamente significativa, pode-se perceber que menores niveis

de expressdo de ROCK1 e de ROCK2 aparentam estar relacionados com menor SG (Figura 9).
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Figura 9: Curvas de Sobrevida Global (SG) e Sobrevida Livre de Eventos (SLE) e sua relagdo com niveis de

expressdo de ROCK1 (Figuras A e C) e ROCK2 (Figuras B e D). Os pacientes foram divididos em dois grupos: com

expressdes acima e abaixo da mediana.
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4.3 Efeitos in vitro das drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil

4.3.1 Proliferacao celular

As drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil ndo alteraram estatisticamente a taxa de
proliferacao celular nas linhagens RD-ES e SK-ES-1 em nenhuma das doses, e em nenhum dos tempos
estudados. Os resultados estao representados na Figura 10 em forma de graficos com a média e o

desvio padrdo. Os testes foram realizados em quadruplicata, com trés experimentos independentes.

SK-ES-1 RD-ES
2.0 2.0
A) 2 mm 24hs B) 2 B 24 hrs
3 B3 48 hrs 5 B3 48 hrs
% 1.54 3 72hrs % 1.54 3 72hrs
E 03 % hrs 2 03 %6 hrs
3 10- 2 1.0
2 2
§ 0.5+ § 0.5+
S S
& g,o- & p.o-
: & & & o] & + <+ Ky
e =]
Q‘h & & N@o N‘?o 0@ & &° @Qo \‘?o
GSK429286 GSK429286
SK-ES-1 RD-ES
2.0+ 2.0
C) £ m22ns D) S W 24 hrs
z B3 48 hrs b4 B3 48 hrs
< 1.57 o 72 hrs x 15 2 72hrs
3 3 96 hrs 3 3 9% hrs
3 S
(=] =]
2 bl
g g
2 £
° S
o o
o & &
& n:,c@ & @Q@“ 'E‘é‘
SR3677 SR3677
SK-ES-1 RD-ES
2.0 2.0+
E) £ mmoins F) g . 24 hrs
s &3 48 hrs = 3 48 hrs
£ 154 & 1.5
h 8 72hrs 5 CJ 72hrs
;| 3 9% hrs E 3 96 hrs
2 1.0 2 1.0
g g
[
5 0.5+ E 0.5+
s s
o4 & go-
o o ) & &
o\gz ..p:*‘ MSR‘ 5& 0’36: A I &
HIDROXIFASUDIL HIDROXIFASUDIL

Figura 10: Andlise da proliferacdo celular apds o tratamento das linhagens SK-ES-1 e RD-ES com as drogas
GSK429286 (Figuras A e B), SR3677 (Figuras C e D) e Hidroxifasudil (Figuras E e F), nos tempos de tratamento

de 24, 48,72 e 96 h.
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4.3.2 Capacidade clonogénica

Para avaliar a capacidade das células formarem col6nias apds o tratamento com as drogas
inibidoras de ROCK, foram utilizadas as concentra¢des de 50nM e 100 nM para GSK429286 e SR3677,
4uM e 8uM para Hidroxifasudil e o controle DMSO (veiculo da droga) (Figura 11). Os ensaios foram
realizados em duplicata, com trés experimentos independentes e os graficos representam a média e
desvio padrdo. A capacidade de formar colénias ndo foi alterada significativamente apds o

tratamento de 48 h com nenhum dos inibidores utilizados.
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Figura 11: Andlise da capacidade clonogénica das linhagens SK-ES-1 (Figura A) e RD-ES (Figura B) apds 48 h de
tratamento com as drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil.

4.3.3 Migragao Celular

A capacidade migratdria das células foi testada apds o tratamento com as drogas inibidoras
de ROCK por meio do ensaio de migragdo por wound healing, apds tratamento de 24 h com as drogas
GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil nas mesmas concentragdes das drogas utilizadas no ensaio de

capacidade clonogénica.
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Os testes foram realizados em duplicata, com trés experimentos independentes e o grafico
representa a média e desvio padrdo. Apesar das alteragcdes ndo serem estatisticamente significativas,
pode-se perceber um ténue de aumento das taxas de migracdo da linhagem celular SK-ES-1 apds
tratamento de 24 h com as drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil (Figura 12). Ndo foi possivel
realizar os experimentos de wound healing assay na linhagem celular RD-ES devido as suas

caracteristicas semi-aderentes.
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Figura 12: Andlise da capacidade de migragdo da linhagem SK-ES-1 por meio de wound healing assay apds 24 h
de tratamento com as diferentes concentra¢des das drogas GSK429286 (Figura A), SR3677 (Figura B) e
Hidroxifasudil (Figura C). O grafico representa os valores de taxa de migragdo relativa mostrando a média e o

desvio padrdo em cada tratamento (Figura D).
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4.3.4 Invasao Celular

Para avaliar se a capacidade de invasdo das células se altera apds o tratamento com as
drogas, o ensaio de invasdo celular em matrigel foi conduzido apds o tratamento de 24 h com as
drogas de estudo. Foram realizados trés experimentos independentes e o gréfico representa a média
e desvio padrao (Figura 13). Assim como no ensaio de migracdo celular, embora as diferengas ndo
tenham sido estatisticamente significantivas, podemos perceber que a invasado celular duplica apds o
tratamento de 24 h com as drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil. Novamente, ndo foi possivel
realizar os experimentos de invasdao com a linhagem celular RD-ES devido as suas caracteristicas

semi-aderentes.
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Figura 13: Anadlise da capacidade invasiva em matrigel da linhagem celular SK-ES-1 apés 24 h de tratamento
com as diferentes concentragdes das drogas GSK429286 (Figura A), SR3677 (Figura B) e Hidroxifasudil (Figura
C). O gréfico representa os valores de invasdo celular relativa mostrando a média e o desvio padrdo em cada

tratamento (Figura D).
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4.3.5 Ciclo Celular

O ensaio para verificar possiveis alteragdes no ciclo celular também foi realizado apds o
tratamento de 24 h com as trés drogas de estudo. Os ensaios foram realizados em duplicata, com
trés experimentos independentes com as linhagens SK-ES-1 e RD-ES. Os gréficos representam a
média e desvio padrdo. O ciclo celular ndo mostrou resultados estatisticamente significativos apds

tratamento com as drogas, quando comparados ao controle (Figuras 14 e 15).
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Figura 14: Andlise do ciclo celular na linhagem celular SK-ES-1 apds o tratamento de 24 h com as diferentes
concentracGes das drogas GSK429286 (Figura A), SR3677 (Figura B) e Hidroxifasudil (Figura C).
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Figura 15: Analise do ciclo celular na linhagem celular RD-ES apds o tratamento de 24 h com as diferentes
concentragdes das drogas GSK429286 (Figura A), SR3677 (Figura B) e Hidroxifasudil (Figura C).
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O SE é o segundo tumor ésseo maligno mais comum em criancas e adolescentes, acometendo 3
em cada 1 milhdo de criancas por ano. Apesar dos tratamentos proporcionarem melhora na
sobrevida dos pacientes com SE localizado, nos ultimos anos as estratégias de tratamento ndo
obtiveram avancgos. 60% a 70% dos pacientes com a doenca localizada atingem a sobrevida de 5
anos, porém, em pacientes com a doenga recorrente ou 0os que apresentam metdstase no momento
do diagndstico essa taxa de sobrevida cai para 10% a 40% (Ladenstein et al., 2010; Sand et al., 2015).
A metdstase, portanto, possui grande influéncia no progndstico dos pacientes com SE, e é uma
caracteristica que estd associada a um pior progndstico, sendo necessaria a melhor compreensao
deste mecanismo para que seja possivel a busca de alvos terapéuticos mais eficientes e especificos
para esta doencga.

A metastase, juntamente com eventos que envolvem a transformacdo celular, crescimento
tumoral, neovascularizacdo e invasdao, sdo etapas necessarias para que ocorra a iniciacdo e
progressdo do cancer (Wei et al., 2015). Para que a metastase tumoral aconteca, as células precisam
adquirir certas caracteristicas e passar por diversos processos, como o desprendimento de suas
células vizinhas, migracdo e invasdo de tecidos e vasos sanguineos e a adesdo em um sitio secunddrio
onde ird se proliferar e colonizar (Ginsberg et al., 2001; Schroeder et al., 2012).

A migracdo pode ocorrer tanto da forma coletiva, como da forma individual, sendo que a forma
individual pode ser do tipo ameboide ou mesenquimal, dependendo do microambiente em que as
células estdo presentes (Ginsberg et al.,, 2001). O tipo de migracdo ameboide é mediado pela
proteina RhoA e suas efetoras ROCK1 e ROCK2, que também estdo relacionadas a processos como
proliferagdo celular, adesdo, apoptose e citocinese (Croft & Olson, 2008; Julian & Olson, 2014).
Diversos trabalhos relatam que a sinalizagdo da via Rho/ROCK possui fungdes na carcinogénese (Wei
et al., 2015). As proteinas ROCK, portanto, podem ser consideradas importantes alvos na busca de
novas terapias.

No presente trabalho, foi estudada a expressdo dos genes que codificam as proteinas ROCK e
observou-se que os genes ROCK1 e ROCK2 estdo desregulados em amostras de pacientes com SE,
estando hipoexpressos quando comparados com ambas as amostras controles (amostras de osso ndo
neopldsico e linhagens primarias de osteoblasto). Nas linhagens celulares SK-ES-1 e RD-ES estes
genes também foram encontrados hipoexpressos quando comparados as linhagens de osteoblasto,
porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando comparados as amostras de osso
nao neoplasico.

Esta diferenca encontrada entre as amostras controle pode ser devido ao nivel de diferenciagdo
e composicdo diferentes quando comparamos tecido ésseo e osteoblastos. O osso é um tecido
dindmico, que sofre modificacdes conforme a idade e localizagdo, além de possuir uma composi¢do
bem heterogénea e um maior nivel de diferenciagdo (Kartsogiannis et al., 2004). Diferentemente, as
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células de osteoblastos ndo possuem tanta variagao na composicao, e sdo mais indiferenciadas. Essa
menor heterogeinidade e diferenciacdo dos osteoblastos podem refletir em um menor nivel de
variacdo da expressdo dos genes ROCK1 e ROCK2, o que pbdde ser observado nas nossas analises,
conforme mostrado nas Figuras 5 e 6.

As células de SE sdo embriondrias e de origem mesenquimal. Neste tumor, hd uma desregulacdo
na diferenciacdo dos osteoblastos caracterizada pela diferenciagdo interrompida dos mesmos e uma
proliferacdo descontrolada, mantendo as células tumorais num estado indiferenciado (Marie et al.,
2014). Tendo em vista todos estes fatores, embora também existam registros na literatura
mostrando a utilizacdo de amostras de osso normal como controle do SE (Li et al., 2008; Sarver et al.,
2015), a utilizagdo de osteoblastos é mais abrangente e se mostra como um controle mais
apropriado do que as amostras de 0sso ndo neoplasico (Valen et al., 2003; Zhou et al, 2013; Bonilla et
al, 2015).

Os dados de expressdo génica possuem grande relevancia, uma vez que ainda ndo haviam sido
registrados na literatura estudos de expressdo dos genes ROCK1 e ROCK2 em SE. Além disso, na
maioria dos tumores ja estudados, estes genes encontram-se hiperexpressos quando comparados as
aos controles, indicando possiveis diferengcas no comportamento deste tumor em relagdo a estas
proteinas (Kamai, 2003; Lane et al., 2008; Babeto et al., 2011; Liu et al., 2011; Yong-Jun et al., 2014;
Zhang et al., 2015).

Foram avaliados também, os dados clinicos dos pacientes com SE (idade, sexo, cor, tamanho e
local do tumor, grau de necrose, presenca de metastase, recidiva e do gene de fusdo EWS-FLI1)
verificando uma possivel relagdo entre eles e os niveis de expressdao de ROCK1 e ROCK2. Nenhuma
relagdo estatisticamente significativa foi encontrada. Contudo, podemos observar que em pacientes
negativos para o gene de fusdao EWS-FLI1, os niveis de expressdao de ROCK1 sao maiores do que
naqueles que sao positivos para este gene de fusdo. Os pacientes estudados que n3do possuem o
gene de fusdo EWS-FLI1, possuem outras translocagdes que ocorrem em SE que ndo foram estudadas
neste trabalho. Podemos observar também, que nossos dados de frequéncia do gene EWS-FLI1 nos
pacientes estudados corroboram com a literatura, uma vez que de 18 pacientes, 15 apresentaram
esta translocacao, ou seja, 83% (Aurias et al., 1983; Turc-Carel et al, 1988).

O gene EWS-FLI1 é um fator de transcricdo quimérico que possui como alvo muitos genes
envolvidos em processos como diferenciacdo, sobrevivéncia e carcinogénese do SE. O EWS-FLI1 pode
reprimir ou induzir a transcricdo destes genes através do mecanismo de abertura da cromatina e
recrutamento de metiltransferases e acetiltransferases que regulam a expressao génica, como ja
descrito por Riggi et al. (2014). Dentre os genes regulados positivamente por este fator de
transcrigcdo estdo o proto-oncogene DEK e o gene SOX2, envolvido na regulacdo do desenvolvimento
embriondrio e que possui um importante papel na diferenciagao e patogénese na FTE. O gene TGFB1,
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um regulador de crescimento celular e diferenciagao, é um exemplo dos genes que EWS-FLI1 reprime
a transcricdo (Riggi et al., 2010; 2014).

Ja foi demonstrada uma relagdo entre o gene SOX2 e a via Rho/ROCK em linhagens celulares de
glioblastoma, onde células knockdown para SOX2 demonstraram um aumento de RhoA e uma
diminuicdo dos niveis de CiclinaD1. Li et al. (2006) ja descreveram a CiclinaD1 como um inibidor de
RhoA/ROCK em fibroblastos embrionarios de camundongos. Similarmente, Wang et al. (2013)
demonstraram que em linhagens celulares de cancer de pulmado a deplecdo do gene DEK leva a
diminuicdo dos niveis génicos e proteicos de RhoA e a desativacdo da via RhoA/ROCK/MLC.

Em culturas primdrias de condrécitos do acetabulo de ratos com displasia do quadril, o gene
TGFB1 esta hiperexpresso e estimulando a via de ROCK1, que por sua vez regula a organizacao do
citoesqueleto, morfologia celular e diferenciacdo dos condrdcitos (Pei et al., 2014). Manickman et al.
(2014) também descreveram a relacdo do gene TGFB1 e a via de ROCK em linhagens celulares de
miofibroblasto de rim, onde TGFB1 estimulou a via RhoA-GTP ativa e a expressdo de ROCK, e estes
dados foram confirmados pela inibicdo de RhoA por siRNA e de ROCK pela droga Y-27632, que
diminuiu os niveis de TGF81.

Estes mesmos mecanismos podem ocorrer nas células tumorais de SE estudadas neste trabalho.
Isso pode explicar o fato de que quando o gene EWS-FLI1 estad ausente, os niveis de SOX2 e/ou DEK
estdo diminuidos e/ou TGFB1 aumentados e consequentemente a expressdo de ROCK1 aumentada.
Esta relacdo pode explicar ainda, a hipoexpressdao de ROCK1 e ROCK2 nas linhagens celulares de SE
analisadas e na maioria das amostras tumorais, uma vez que estas possuem o gene de fusdao EWS-
FLI1, podendo possuir altos niveis de SOX2 e/ou DEK e/ou baixos niveis de TGF61, levando a baixos
niveis de RhoA, ROCK1 e ROCK2. Entretando, para confirmar estas hipdteses, a expressdo de SOX2,
CiclinaD1, DEK e TGFB1 devem ser analisados nestas linhagens e em amostras tumorais, bem como
suas relagdes com ROCK1 e ROCK2 neste tipo tumoral.

Outros parametros analisados foram a sobrevida global (SG) e a sobrevida livre de eventos (SLE)
dos pacientes, tentando encontrar uma associacdo com a expressao diferencial de ROCK1 e ROCK2.
Apesar das associa¢cdes ndo serem estatisticamente significativas, pode-se perceber que menores
niveis de expressdo de ROCK1 e de ROCK2 aparentam estar relaciondados com menor sobrevida
global. Liu et al. (2011), demonstraram correlacdo negativa entre ROCK1 e menor sobrevida global de
pacientes com osteosarcoma, que também é um sarcoma ésseo. Similar ao presente trabalho, Yong-
Jun et al. (2014) ndo encontraram associacdo do sexo com expressdo de ROCK1 em carcinoma
gastrico, mas encontraram associa¢do entre altos niveis de expressdo e metdstase, assim como com
pior progndstico. Contudo, outros autores ndo encontraram correlagdao com idade, sexo, localizagdo

do tumor e tipo tumoral, corroborando com os dados deste trabalho.
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Quanto a ROCK2, alguns autores correlacionaram sua elevada expressdao com grau histoldgico e
metastases linfonodais em cancer cervical, mas ndo com a idade e estdgio clinico (Ying & Zhang,
2012). Do mesmo modo, Zhang et al. (2015) demonstraram em carcinoma de células escamosas da
laringe que a alta expressdao de ROCK1 esta associada com o tamanho do tumor e com metdstases,
assim como a alta expressdo de ROCK2 associada com o tamanho do tumor e diferenciagdo.
Entretanto, os mesmos autores ndo encontraram associa¢do entre a expressao de ROCK com estagio
clinico, recidiva ou sobrevida.

A auséncia de associacOes estatisticas significantes neste estudo, pode ser também consequéncia
do numero relativamente baixo de amostras, que quando separadas entre os subgrupos de acordo
com as caracteristicas clinicas (por exemplo, grau baixo ou alto de necrose, presenca ou auséncia de
recidiva, etc) se tornam ainda mais reduzidas, dificultando a andlise. Além disso, houve a perda de
seguimento de alguns pacientes, ndo sendo possivel ter todos os dados clinicos de todos,
diminuiundo ainda mais este niumero.

Por outro lado, devido a todas as fungbes atribuidas as proteinas ROCK e suas relagdes na
tumorigénese e progndstico de diversos tumores, inibidores de ROCK tém sido amplamente descritos
como possiveis antitumorais. Estas moléculas afetam processos como crescimento, invasdo e
migracdo dos mais variados tipos tumorais, além de ja terem sido descritos como potencializadores
da eficacia de agentes quimioterapicos e da radioterapia (Chin et al., 2015).

Fujimura et al. (2015) por meio de intervencdo genética e farmacoldgica do gene elF5A
(eukaryotic translation initiation factor 5A) inibiu RhoA/ROCK2 e observou a diminui¢do da invasdo,
migracdo e metdstase in vivo em adenocarcinoma ductal pancredtico, descrevendo ainda que este
mecanismo ocorre porque o gene elF5A regula RhoA e ROCK2 pds transcricionalmente.

Patel et al. (2014) também demonstraram que um inibidor de ROCK (RKI-18) inibiu migracgdo,
invasdao e crescimento independente de ancoragem em linhagens celulares de cancer de mama.
Também em cancer de mama, Hsu et al. (2015) detectaram por imunohistoquimica uma associagdo
entre a presenca de ROCK2 nuclear com metdstase e com pior progndstico de pacientes com cancer
de mama.

Zhang et al. (2015) demonstraram que a substancia Incarvina C, um alcaloide extraido de uma
planta medicinal chinesa, causa diminuicdo da proliferacdo e migragdo celular, aumento na apoptose
e uma parada do ciclo celular na fase G1 em linhagem celular de carcinoma hepatocelular, através da
inibicdo da via Rho/ROCK .

Tendo em vista inumeros bons resultados com a inibicdo de ROCK e considerando que mesmo os
genes ROCK estando hipoexpressos nas linhagens celulares de SE quando comparados aos controles

normais, sabe-se que ROCK é ubiquamente expressa nos tecidos, havendo expressdao de ROCK nas
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linhagens, ainda que seja menor do que nas células normais. Portanto, decidiu-se estudar neste
trabalho os efeitos da inibicdo das proteinas ROCK nas linhagens celulares de SE.

As drogas utilizadas no presente trabalho foram GSK429286 e SR3677 que sdo inibidoras
especificas de ROCK1 e ROCK2, respectivamente, e Hidroxifasudil que é um pan-inibidor, inibindo
ROCK1 e ROCK2 concomitantemente. Todas as drogas ja foram descritas por possuir alta eficacia e
por agirem no sitio de ATP das proteinas ROCK, impedindo que as proteinas fosforilem seus alvos
(Goodman et al., 2007; Feng et al., 2008; Wei & Malhotra, 2010).

Inicialmente, foi realizado o ensaio de proliferacdo celular com duas diferentes linhagens
celulares de SE, com as doses indicadas na literatura como seus ICs,, porém ndo houve alteragoes
significativas nas taxas de proliferacdo (dados ndo apresentados). Mesmo aumentando as doses até
100nM no caso da GSK429286 e SR3677 e 8 uM no caso da Hidroxifasudil, ndo foi encontrado
nenhum resultado estatisticamente significativo. O mesmo ocorreu no ensaio de capacidade
clonogénica e de andlise de ciclo celular, que ndo obtiveram alterag¢des significativas apds tratamento
com as drogas.

Esta auséncia de alteragdo significativa apds tratamento com as drogas pode ser consequéncia
da hipoexpressdao de ROCK1 e ROCK2, ou simplesmente pelo fato de que diferentes tipos celulares
respondem a drogas de formas distintas. Chapman et al. (2014) também utilizaram doses mais altas
(100nM) da droga GSK429286 em queratindcitos para inibir a proteina ROCK1. Este mesmo trabalho
utilizou diferentes inibidores de ROCK e constatou que em queratindcitos, esta inibicdo estimulou a
expressao de genes relacionados a ciclo celular, replicagdo e divisdo celular.

Os ensaios de migragao e invasdo celular também foram realizados com a linhagem SK-ES-1.
Novamente, os resultados ndo apresentaram alterag¢des significativas, porém, ha um ténue aumento
da migra¢do e invasdo na linhagem celular apds o tratamento com as drogas, que pode ser
observado nas Figuras 12 e 13. A auséncia de resultados estatisticamente significativos pode ser
consequéncia do alto desvio padrao encontrado nos ensaios. Contudo, é possivel perceber que as
drogas alteram o comportamento migratério e invasivo das células, diferente do que ocorre nos
ensaios de proliferacdo celular e capacidade clonogénica, que ndo sofreram alteracdo sob o
tratamento com as drogas.

Como ja comentado, a via Rho/ROCK possui importante papel na migracdo e invasdo celular,
principalmente quando se trata da migracdo ameboide, que é controlada por Rho. Vigil et al. (2012)
suprimiu a expressdo de ROCK com uma molécula inibidora sintética e com siRNA em linhagens
celulares de carcinoma pulmonar de células ndo pequenas e demonstrou que o crescimento
independente de ancoragem e a invasdo em matrigel sdo dependentes de ROCK, diferente do
crescimento dependente de ancoragem. Sendo assim, o ensaio de invasdo em matrigel representa
bem a invasdo dependente de ROCK.
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Entretanto, como ja discutido, a hipoexpressdo dos genes ROCK1 e ROCK2 nas amostras
tumorais e linhagens celulares de SE podem explicar este efeito adverso da inibicdo das proteinas
ROCK1 e ROCK2 na proliferagao celular, migracdo, invasdo celular e capacidade clonogénica. Segundo
Julian & Olson (2014), a atividade de ROCK pode promover a proliferacdo em alguns tipos celulares
assim como pode igualmente ter papel anti-proliferativo em outros, citando como exemplo a inibicdo
de ROCK em queratindcitos humanos que resulta no aumento da proliferacdo celular e diminuicdo da
diferenciacao celular.

Varios autores demonstraram que a inibicdo da via de ROCK diminui a prolifera¢cdo, migracao
e invasdo celular em diferentes tumores. Reymond et al. (2015) citam a via RhoC/ROCK como um
forte candidato a alvo terapéutico para reducdao de metastase a partir da interacdo com células
endoteliais. Sun et al. (2014) encontraram a atenuacdo da via RhoA/ROCK/MMPs a partir do
tratamento com curcumina em linhagem celular de cancer de mama, inibindo assim a invasao
celular. O inibidor especifico de ROCK, Y27632, reduziu a capacidade de migracdo e invasdo de
linhagens celulares de carcinoma hepatocelular, de forma dose dependente (Zhang et al., 2014).
Similarmente, em linhagens celulares de cancer de prdstata, Kroiss et al. (2014) encontraram a
diminuicdo da migracdo e invasdo celular por meio da transfec¢do do microRNA-135a, que diminuiu
a expressao das proteinas ROCK1 e ROCK2.

Por outro lado, Abe et al. (2014) utilizou o inibidor de ROCK HA-1077 e verificou que apds o
tratamento, a proliferacdo celular e a migracdo aumentaram em linhagens celulares de tumor
urotelial, assim como ocorreu a indugdo de apoptose. Outro trabalho recente (Tilson et al., 2015)
utilizou os inibidores de ROCK Y27632 e Fasudil em linhagens de células tronco tumorais de
glioblastoma (GSCs) e verificou a inibicdo da apoptose e o aumento na formagdo de esferas tumorais,
facilitando a expansao das GSCs.

Demonstrando resultados congruentes com estes efeitos adversos de ROCK nas células,
Mertsch e Thanos (2014) testaram a migracgao celular em células knockdown para ROCK1 e ROCK2 e
encontraram diferentes efeitos na delecdo de ROCK1 e ROCK2: a delecdo de ROCK1 diminuiu a
migracdo celular e a delecdo de ROCK2 aumentou a migracdo celular. Quanto a proliferacao celular, a
delecdo de ROCK1 levou a uma diminuicdo da proliferacdo, ao contrario da delecdo de ROCK2, que
resultou num aumento da proliferacdo celular. Estes autores também concluiram que ROCK1 é
dependente de substrato, enquanto a ROCK2 é independente.

Portanto, é evidente que as proteinas ROCK1 e ROCK2 exercem diferentes fungGes nos
diferentes tipos tumorais devido as suas inUmeras interagdes e fun¢des nas células. Isso pode
explicar os dados obtidos nestes ensaios, uma vez que a maioria dos tipos tumorais ja estudados
apresenta uma hiperexpressao de ROCK em relagdo as amostras controles, diferente das amostras
tumorais e linhagens de SE aqui estudadas, que se mostraram hipoexpressas. Entretanto, o trabalho
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mostrou que pode haver uma relagdo entre a presenca do gene de fusdo EWS-FLI1, que é um
importante e frequente oncogene do SE, e o gene ROCK1. Além disso, os dados demonstram que as
proteinas ROCK podem ndo estar relacionadas com o progndstico dos pacientes e com os processos
de proliferacdo e capacidade clonogénica em SE, mas podem estar associadas com a migracdo e
invasdo celular. Estudos aprofundados a nivel génico e proteico das vias relacionadas com cada
mecanismo celular e com a via Rho/ROCK s3o necessarios para se estabelecer as exatas funcdes das

proteinas ROCK1 e ROCK2 no SE.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitiram concluir que:

Ha uma desregulacdao tanto do gene ROCK1 quanto do gene ROCK2 nas amostras
tumorais e linhagens celulares de SE estudadas, estando hipoexpressos quando
comparados aos controles;

Os genes ROCK1 e ROCK2 ndo demonstraram associagao com progndstico ou sobrevida;
A presenca do gene de fusdo EWS-FLI1 parece estar associada com menores niveis de
expressao de ROCK1, porém o estudo necessita ser realizado numa coorte maior para
confirmacado dos dados;

O estudo da inibicdo das proteinas ROCK1 e ROCK2 demonstrou que a proliferacao
celular, a capacidade clonogénica, a capacidade migratdria, a capacidade invasiva e o
ciclo celular ndo se alteram significativamente comparadas ao controle apds o
tratamento com as drogas GSK429286, SR3677 e Hidroxifasudil nas linhagens de SE
estudadas. No entanto, a inibicdo com tais drogas pareceu aumentar a taxa de migracao

e invasdo celular, necessitando, porém, novos estudos para confirmarem estes dados.
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APENDICES

Apéndice A: Resumo das expressGes dos genes ROCK1 e ROCK2 em amostras de 0ssos ndo neoplasicos,
linhagens primdrias de osteoblasto, amostras de SE e linhagens celulares de SE.

Média ee N Bl Bhrsms
Padrdo

Amostras tumorais de SE ROCK1 18 0,58 0,24 0,29 1,05
ROCK2 18 0,86 0,81 0,1 2,74

Linhagens celulares de SE ROCK1 2 0,41 0,14 0,31 0,52
ROCK2 2 2,26 0,01 2,25 2,27

Osso ndo neoplasico ROCK1 8 1,26 0,59 0,39 2,17
ROCK2 8 2,6 1,58 0,88 4,82

Linhagem de osteoblasto ROCK1 9 1,01 0,45 0,56 1,98
ROCK2 9 1,52 0,27 1,13 1,86
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