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RESUMO 

MEDEIROS, Medeiros. Avaliação comparativa dos efeitos antitumorais dos inibidores 

de NF-κB DHMEQ, DTCM-g e SEMBL em sarcoma de Ewing. Dissertação (Mestrado em 

Ciências) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

Ribeirão Preto, 2022. 

 

O sarcoma de Ewing (SE) é um tipo de neoplasia óssea infanto-juvenil (0 a 19 anos), que 

corresponde a cerca de 2% de todos os cânceres infantis. O tratamento se baseia 

principalmente em poliquimioterapia, porém em muitos casos ocorre recidiva e no caso 

de doença metastática há resistência ao tratamento. Desta forma, a busca por novos 

alvos terapêuticos é necessária. O fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) é um 

bom candidato por regular diversos processos celulares. Diante disso, o presente estudo 

objetivou avaliar de forma comparativa o potencial terapêutico da inibição de NF-κB em 

SE por meio dos inibidores DHMEQ, DTCM-g e SEMBL. Para isso, foram realizadas 

análises in silico e testes in vitro após inibição de NF-κB na linhagem TC-32. Os resultados 

mostraram que amostras de SE possuem elevada expressão de RELA, REL e NFKB2 e 

baixa expressão de NFKB1; além de linhagens celulares derivadas de SE apresentarem 

dependência gênica da via NF-κB. Nos testes in vitro todos os inibidores de NF-κB foram 

capazes de reduzir a viabilidade celular de forma dose-dependente, sendo o SEMBL e o 

DHMEQ os mais eficazes. Em contrapartida, os mesmos apresentaram baixo ou nenhum 

efeito sinérgico e aditivo quando combinados com Doxorubicina (DXR). Com relação à 

migração, os três compostos foram capazes de reduzi-la, sendo o SEMBL o mais potente. 

Em modelo 3D, os inibidores de NF-κB aumentaram o diâmetro dos esferoides em 

decorrência da perda de integridade (esfericidade). A inibição de NF-κB também induziu 

a mudança na expressão gênica de algumas das subunidades de NF-κB (RELA, RELB e 

NFKB1) e de alguns alvos moleculares (BAX, PLAU e MMP9). Desta forma, a via do NF-

κB de um modo geral se apresenta como um bom alvo terapêutico em SE e a sua inibição 

leva à redução de processos celulares que promovem (viabilidade, migração, 

integridade da estrutura 3D) e aumento de processos que inibem (morte celular) a 

progressão tumoral. 

 

Palavras-chave: Sarcoma de Ewing; Câncer infantil; NF-κB; Inibidores químicos.  



          

ABSTRACT 

MEDEIROS, Medeiros. Comparative evaluation of the antitumor effects of NF-κB 

inhibitors DHMEQ, DTCM-g and SEMBL in Ewing's sarcoma. Dissertation (Master of 

Science) – Ribeirão Preto Medical School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

Ewing's sarcoma (EWS) is a type of childhood bone neoplasm (0 to 19 years old), that 

accounts for about 2% of all childhood cancers. Treatment is mainly based on multidrug 

therapy, but in many cases, there is relapse and metastatic disease due to resistance. 

Thus, the search for new therapeutic targets is necessary. The nuclear transcription 

factor kappa B (NF-κB) is a good candidate as a regulator of several cellular processes. 

Therefore, the present study aimed to comparatively evaluate the therapeutic potential 

of NF-κB inhibition in SE by the inhibitors DHMEQ, DTCM-g, and SEMBL. For this, in silico 

analyzes and in vitro tests were performed after NF-κB inhibition in the TC-32 cell line. 

The results showed that SE samples present high expression of RELA, REL, and NFKB2 

and low expression of NFKB1; in addition to SE-derived cell lines showing gene 

dependence on the NF-κB pathway. In in vitro tests, all NF-κB inhibitors were able to 

reduce cell viability in a dose-dependent manner, with SEMBL and DHMEQ being the 

most effective. In contrast, they showed little or no synergistic and additive effects when 

combined with Doxorubicin (DXR). Regarding migration, the three compounds were able 

to reduce it, with SEMBL being the most potent. In a 3D model, the NF-κB inhibitors 

increased the diameter of the spheroids as a result of the loss of integrity (sphericity). 

Inhibition of NF-κB also induced changes in gene expression of some NF-κB subunits 

(RELA, RELB, and NFKB1) and some of its molecular targets (BAX, PLAU, and MMP9). In 

this way, the NF-κB pathway, in general, presents itself as a good therapeutic target in 

SE and its inhibition leads to the reduction of cellular processes that promote it (viability, 

migration, integrity of the 3D structure) and increase of processes that inhibit (cell 

death) tumor progression. 

 

Key words: Ewing's sarcoma; childhood cancer; NF-κB; chemical inhibitors.   
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26 INTRODUÇÃO 

1. INTRODUÇÃO 

O câncer infanto-juvenil é definido como o conjunto de todos os tipos de 

neoplasias que acometem crianças e adolescentes entre 0 e 19 anos, correspondendo a 

cerca de 1-4% de todos os tumores malignos no mundo. No Brasil, os casos vêm 

aumento com os anos. Enquanto o risco estimado em 2017 de câncer nesta faixa etária 

era de 44,46/milhão e 34,30/milhão para o sexo masculino e feminino, respectivamente, 

para o triênio 2020-2022 estimam-se para cada ano 4.310 no sexo masculino (risco 

estimado de casos novos de 137,87/milhão) e 4.150 para o sexo feminino (risco 

estimado de casos novos de 139,04/milhão) (INCA, 2017,  2019).  

Segundo BIRCH e MARSDEN (1987) o câncer infanto-juvenil pode ser classificado 

em 12 subtipos: I) leucemias, II) linfomas e outras neoplasias reticuloendoteliais, III) 

neoplasias do sistema nervoso central e diversas neoplasias intracranianas e 

intraespinais, IV) tumores do sistema nervoso simpático, V) retinoblastoma, VI) tumores 

renais, VII) tumores hepáticos, VIII) tumores malignos de osso, IX) sarcomas de tecido 

mole, X) neoplasias de células germinativas, trofoblásticas e gonadais, XI) carcinoma e 

outras neoplasias epiteliais malignas, e XII) outras neoplasias malignas inespecíficas. O 

grupo VIII inclui osteossarcoma (OS), condrossarcoma e sarcoma de Ewing (SE), os quais 

juntos representam cerca de 7% dentre todos os tipos anteriores (DAMRON; WARD; 

STEWART, 2007).  

 

1.1. Sarcoma de Ewing (SE) e sua relação com NF-κB 

O SE acomete entre 1 e 2 crianças e adolescentes por milhão todos os anos com 

um pico de incidência na segunda década de vida. Os casos de SE correspondem a cerca 

de 2% de todos os canceres infantis, sendo este tipo tumoral o segundo tumor ósseo 

mais frequentes em crianças e adolescentes (HOWLADER et al., 2021). De modo geral, 

ele ocorre primariamente no osso - cerca de 80% dos tumores ocorrem em diáfises de 

ossos longos, como a do fêmur, além da pélvis, úmero, e costelas -, porém também pode 

acometer tecidos moles (menos de 20%) (RIGGI; SUVÀ; STAMENKOVIC, 2021; SKUBITZ; 

D’ADAMO, 2007). Na maioria dos casos o SE se manifesta na forma de doença 

metastática (80% dos pacientes) (PAPPO, 2006), o que caracteriza um pior prognóstico 

esobrevida de 5 anos é inferior a 30% . Pacientes com doença localizada, em 
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contrapartida, possuem sobrevida livre de eventos superior a 70% (GRÜNEWALD et al., 

2018; RIGGI; SUVÀ; STAMENKOVIC, 2021). 

Os principais sintomas observados são não-específicos e incluem na fase inicial 

dores, principalmente após atividades físicas, e inchaço no local, enquanto que em 

estágios avançados pode ocorrer febre, suores noturnos, fadiga e perda de peso (RIGGI; 

SUVÀ; STAMENKOVIC, 2021). Por se tratarem de sintomas semelhantes a outras 

doenças o diagnóstico precoce é dificultado. Contudo, quando há suspeita da doença o 

mesmo pode ser realizado de diversas maneiras, incluindo investigação por imagem 

(ressonância magnética, por exemplo), análises morfológicas e moleculares. Com 

relação à análise morfológica, o SE é caracterizado pela presença de pequenas células 

redondas azuis, característica compartilhada com outros tipos tumorais (linfoma, 

condrossarcoma mesenquimal e meduloblastoma) e marcação para CD99 na 

membrana, proteína envolvida no processo de diferenciação celular (GRÜNEWALD et 

al., 2018; SKUBITZ; D’ADAMO, 2007; VENTURA et al., 2016). Já com relação às análises 

moleculares, o SE é caracterizado pela presença de uma fusão gênica in frame entre 

membros das famílias ETS (Erythroblast Transformation-Specific) e FET (anteriormente 

chamada de TET por BERTOLOTTI et al. (1996)) (GRÜNEWALD et al., 2018; SANDBERG; 

BRIDGE, 2000) (Figura 1). Esta translocação dá origem a uma proteína quimérica 

oncogênica composta pela região N-terminal de um membro da família FET com a região 

C-terminal de um membro da família ETS, originalmente uma família de fatores de 

transcrição. A translocação mais comum (ocorre em mais de 80% dos casos) e mais 

estudada é a (11;22)(q24;q12), que gera o fator de transcrição aberrante EWS-FLI 

(EWSR1–FLI1). Este possui dois sítios de interação com o DNA: um específico da proteína 

quimérica, que corresponde à sequência GGAA em tandem formando uma sequência de 

microssatélites, e outro correspondente ao da família de fatores de transcrição ETS wild-

type. Uma vez que EWSR1-FLI1  se liga aos sítios alvo, promove a transcrição de genes 

envolvidos na regulação de diversos processos celulares como proliferação, transdução 

de sinal, ciclo celular, modulação da estrutura de cromatina, migração e invasão 

(GRÜNEWALD et al., 2018; SIZEMORE et al., 2017).  
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Figura 1. Alterações cromossômicas e tumorigênese em Sarcoma de Ewing. 

 

Fonte: A autora. A partir de imagens disponíveis em https://smart.servier.com/. 

A) O SE é caracterizado por apresentar uma translocação cromossômica recorrente entre 

membros da família ETS e FET, que dão origem a um gene de fusão in frame. B) Uma vez que a 

proteína quimérica é sintetizada em células tronco mesenquimais ela é responsável por ativar a 

transcrição de genes envolvidos no processo de tumorigênese. 

 

https://smart.servier.com/
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Membros da família ETS também se mostraram importantes para a tumorigênese 

por interagirem de forma sinérgica com outros fatores de transcrição que regulam 

processos celulares semelhantes, como por exemplo, o fator nuclear kappa B (NF-κB) 

(GÖRANSSON et al., 2009; LI, L. et al., 2015). Este fator foi descrito pela primeira vez em 

1986 por Sen e Baltimore como uma proteína presente no citoplasma de todas as células 

capaz de se ligar ao potenciador da cadeia leve kappa da imunoglobulina quando 

ativado (RANJAN SEN; DAVID BALTIMORE, 1986). Normalmente, o NF-κB é encontrado 

na forma de hetero- ou homodímeros de membros da família Rel, a qual compreende 

Rel-A/p65, Rel-B, c-Rel, p50/NFKB1 e p52/NFKB2 (Figura 2). Todas as subunidades têm 

um domínio N-terminal de 300 aminoácidos conhecido como Domínio de Homologia a 

Rel (RHD, do inglês Rel Homology Domain) responsável pela ligação ao DNA, dimerização 

e interação com a família de proteínas IκB (NF-kappaB Inhibitor), além de possuir um 

domínio de localização nuclear, denominado Sinal de Localização Nuclear (NLS, do inglês 

Nuclear Localization Signal). Além das regiões comuns à todas as subunidades, p50 e 

p52 possuem domínios ankyrin, relacionados à porção inibitória como explicado 

adiante, enquanto p65, RelB e Rel possuem domínios de transativação, importantes 

para a interação com outras proteínas como outros fatores de regulação transcricional 

e remodeladores de cromatina   (BOURS et al., 1990; GHOSH et al., 1990; KIERAN et al., 

1990; LECOQ et al., 2017; MERCURIO et al., 1992; MEYER et al., 1991; MIYAMOTO; 

VERMA, 1995; RUBEN et al., 1991; RYSECK et al., 1992; STEWARD, 1987). 

 

Figura 2. Membros da família REL. 

 

Fonte: A autora. 
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Na forma inativa, o NF-κB permanece associado à IκBs, que reconhecem o domínio 

RHD e encobrem o NLS, resultando na localização citoplasmática (GHOSH; HYDEN, 

2012). Até o momento, um total de sete proteínas IkB (IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, Bcl-3, p100 

e p105) foram descritas, das quais as mais comuns são IκBα e IκBβ (KARIN, 1999; 

MERCURIO et al., 1993; NAUMANN; WULCZYN; SCHEIDEREIT, 1993; RICE; MACKICHAN; 

ISRAËL, 1992; SCHEINMAN; BEG; BALDWIN, 1993; ZABEL; BAEUERLE, 1990). Com relação 

aos precursores p-100 e p-105, são os domínios ankyrin os responsáveis A ativação de 

NF-κB ocorre apenas quando as proteínas IkB são degradadas por meio de duas vias, a 

canônica e não-canônica (Figura 3). 

A via canônica envolve dímeros formados pelas subunidades Rel-A, c-Rel, Rel-B, 

p50 e está relacionada com o desenvolvimento do sistema nervoso (GUTIERREZ et al., 

2005; MEFFERT et al., 2003). Essa via pode ser ativada por diferentes moléculas, como 

o fator de necrose tumoral α (TNFα), lipopolissacarídeos e interleucina-1 e -1β (GHOSH; 

HYDEN, 2012; ZHANG; LENARDO; BALTIMORE, 2017). A ligação dessas moléculas de 

sinalização aos seus receptores adequados, recruta proteínas adaptadoras 

citoplasmáticas, como TRAF2, que ativam o complexo inibidor de IkB (IKK) por meio da 

fosforilação de duas serinas em pelo menos uma de suas subunidades: IKKα e IKKβ 

(ambos catalíticos), e a subunidade reguladora IKKγ/NEMO quinase (LI, Z. W. et al., 1999; 

LING; CAO; GOEDDEL, 1998; MERCURIO et al., 1997). O complexo IKK ativado então 

fosforila duas serinas N-terminais de IκB, levando à sua ubiquitinação por uma hidrolase 

carboxil-terminal de ubiquitina recombinante (β-TrCP) e a consequente degradação 

pelo proteassoma 26S (ALKALAY et al., 1995; ROFF et al., 1996; SCHERER et al., 1995). 

Isso resulta na exposição do domínio NLS de NF-κB permitindo que este seja translocado 

para o núcleo, onde se liga à sequência consenso 5'- GGGRN W YYCC-3' (R = base de 

purina , N = qualquer base, W = adenina ou timina e Y = base pirimidina) e com a ajuda 

de proteínas coativadoras promove a transcrição gênica (BEG et al., 1992; RANJAN SEN; 

DAVID BALTIMORE, 1986; SEN; BALTIMORE, 1986).  
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Figura 3. Vias de ativação de NF-κB. 

 

Fonte: Modificado de MEDEIROS et al. (2021). 

 

Por outro lado, a via não-canônica, a qual tem papel fundamental no 

desenvolvimento e regulação do sistema imunológico, envolve o dímero p52/Rel-B e sua 

via de ativação melhor caracterizada é através da superfamília TNFR (do inglês, Tumor 

Necrosis Factor Receptor) (DEJARDIN, 2006; SUN, S. C., 2017). Esta via foi descoberta por 

Xiao e colaboradores enquanto estudavam o processamento de p100, o precursor da 

subunidade p52 (XIAO; HARHAJ; SUN, 2001). Os autores mostraram que o precursor 

p100 possui um domínio inibidor de processamento C-terminal (PID; composto por um 

domínio de repetições ankyrin), caracterizando-o como uma região reguladora. Essa 

inibição só pode ser interrompida por estímulos que levam à ativação da quinase 
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indutora de NF-κB (NIK), a qual é responsável pela ativação de IKKα, que por sua vez 

fosforila p100, desencadeando sua subsequente ubiquitinação e degradação via β-TrCP 

e proteassoma 26S, respectivamente. Este processamento elimina a região PID dando 

origem à subunidade p52, que associada à p50, pode ser translocada para o núcleo e 

iniciar a transcrição ao se ligar em sequências consenso do DNA (FONG; SUN, 2002; 

LIANG; ZHANG; SUN, 2006; SENFTLEBEN et al., 2001). 

Algumas das funções biológicas do NF-κB incluem a regulação da transcrição de 

genes relacionados à inflamação, resposta imune, apoptose e proliferação celular. 

Portanto, a sua ativação inadequada pode promover a tumorigênese (BALDWIN, 2001). 

A desregulação do NF-κB pode ocorrer principalmente por mutações nos componentes 

da via ou por alterações extracelulares e em outras vias moleculares (Figura 4). No 

primeiro caso, podem ocorrer mutações nas subunidades de NF-κB, que resultam na 

perda de interação com inibidores citoplasmáticos, ativação constitutiva de IKK ou perda 

de função de IκB levando à ativação constitutiva da via (CHERRY et al., 2015; 

FRIEDMANN-MORVINSKI et al., 2016; IUS et al., 2018; LUO, Y. et al., 2020; PARKER et al., 

2014; PIETSCH et al., 2014; SPILLER et al., 2011). Já com relação à alterações 

extracelulares e em outras vias moleculares, a ativação constitutiva do NF-κB pode se 

dar pelo aumento na expressão de interleucinas ou alteração de componentes da matriz 

extracelular, que ativam a via, ou também por mutações em vias oncogênicas como a 

do EGFRvIII, que tem ativação constitutiva e mutações em Ras, que ativam NF-κB via Akt 

e/ou mTORC2 e via MAPK, respectivamente (SHOSTAK; CHARIOT, 2015a; TANAKA et al., 

2011; VRÁBEL; POUR; ŠEVČÍKOVÁ, 2019). Além disso, alguns rearranjos, como 

amplificação e rearranjos que levam a proteínas de fusão, também foram descritos, 

como no caso de proteínas de fusão da família ETS (importantes para a tumorigênese 

de SE) que promovem a ativação de NF-κB (GÖRANSSON et al., 2009; LI, Y. et al., 2015). 
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Figura 4. Alterações na via do NF-κB no câncer. 

 

Fonte: Modificado de MEDEIROS et al. (2021). 

 

O NF-κB se encontra constitutivamente ativo em vários tipos de câncer como 

mieloma múltiplo (FEINMAN et al., 1999), leucemias mieloides (BARON et al., 2002; 

GRIFFIN, 2001), linfomas (BARGOU et al., 1997), carcinomas de próstata (PALAYOOR et 

al., 1999), câncer de mama (NAKSHATRI et al., 1997) e em tumores ósseos como SE 

(JAVELAUD, Delphine et al., 2000a; JAVELAUD, Delphine; BESANLON, 2001; ZENALI et 

al., 2009). O papel do NF-κB na tumorigênese está relacionado principalmente com o 

aumento da expressão de fatores de sobrevivência, genes antiapoptoticos, de adesão, 

invasão e metástase, além da mediação de mecanismos de rádio- e quimio-resistência, 

como mostrado na Figura 5 (Andela et al., 2000; Han et al., 2000; Baldwin, 2001; Habib 

et al., 2001; Aggarwal, 2004; Xia, Shen and Verma, 2014; Shostak and Chariot, 215b; Y. 

Li et al., 2015; Mortezaee et al., 2019). 
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Figura 5. Genes regulados por NF-κB. 

 

Fonte: A autora. A partir de imagens disponíveis em https://smart.servier.com/. 

Genes regulados. A ativação da via do NF-κB leva à regulação da expressão de diversos genes, 

os quais estão envolvidos nos vários processos celulares, comumente nomeados de hallmarks 

do câncer. Dentre eles estão a sustentação da proliferação e do crescimento tumoral, ativação 

da migração e da invasão, instabilidade genômica e mutações, químio- e rádio-resistência, 

sobrevivência e resistência à morte, fatores de inflamação e reguladores imunes, desregulação 

energética e metabólica, indução de angiogênese. 

 

 

Especificamente em SE, relatos na literatura mostram que a atividade constitutiva 

de NF-κB exerce um efeito protetor contra a apoptose uma vez que este fator de 

transcrição participa de uma via antiapoptotica induzida por TNFα (JAVELAUD, Delphine 

et al., 2000a; KUMAR et al., 2001). O estímulo por TNFα é responsável por desencadear 

o aumento na expressão de enzimas como tiorredoxina e manganês superóxido 

https://smart.servier.com/
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dismutase (MnSOD) via NF-κB, impedindo a formação de espécies reativas de oxigênio 

e consequentemente a apoptose (DJAVAHERI-MERGNY et al., 2004).  

Além disso, Sancéau e colaboradores (2002) relataram o papel do NF-κB na 

invasão (SANCÉAU et al., 2002). Em um estudo in vitro, a linhagem celular EW-7, 

derivada de SE, teve uma diminuição da atividade de MMP-9 após exposição à 

interferon. Esta diminuição é devido à regulação negativa do NF-κB, o qual possui um 

sítio de ligação compatível com a região promotora do gene codificante de MMP-9. O 

dímero p65/p50 também é responsável pela transcrição da uroquinase uPA, a qual está 

positivamente correlacionada com metástases (HANSEN et al., 1992). A uPA é 

responsável por catalisar a conversão da pró-enzima plasminogênio em plasmina, a qual 

é capaz de degradar direta ou indiretamente (por meio da ativação de 

metaloproteinases de matriz) a matriz extracelular (MOREAU; MOURAH; DOSQUET, 

2011). Além disso, é sabido que a diminuição da sua expressão via inibição de NF-κB leva 

à redução de metástases em mais de um tipo de câncer, como OS (ENDO-MUNOZ et al., 

2015; LU et al., 2016), câncer gástrico (LI, H.; CHEN, 2018), câncer de pulmão (HSIEH et 

al., 2014) e carcinoma hepatocelular (RAJASINGHE; PINDIPROLU; GUPTA, 2018). 

Mesmo com evidencias de que a via do NF-κB tem um papel importante na 

tumorigênese do SE, a sua interação com a mutação guia EWSR1-FLI1 não é muito bem 

compreendida. Em outros tipos tumorais que também apresentam alterações na família 

ETS e FET, já foi reportado que a interação ETS-p52 é importante para a reativação da 

transcrição de TERT e consequente manutenção da telomerase e do estabelecimento e 

progressão tumoral  (LI, Y. et al., 2015), e também a inibição de FLI1 causa um efeito 

tóxico por induzir uma diminuição dos níveis proteicos de RelB, p65 e p50  (SARTORI et 

al., 2021). Em contrapartida, LAGIRAND-CANTALOUBE et al. (2010) defendem a ideia de 

que baixos níveis de NF-κB devido à sua inibição por EWS-FLI poderiam não melhorar a 

sobrevivência do tumor, mas pode ser benéfica por impedir a diferenciação 

mesenquimal e garanti o estabelecimento tumoral.  

 

1.2. Tratamentos e perspectivas futuras para Sarcoma de Ewing  

O tratamento atual para o SE varia de acordo com a localização, o tamanho do 

tumor e a presença ou não de metástases. De modo geral, é recomendado um 

tratamento inicial com quimioterapia de alta dose baseada em múltiplas drogas seguido 
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de controles locais como cirurgia para ressecção e radioterapia periférica. Dentre os 

quimioterápicos mais utilizados estão a vincristina, ifosfamida, doxorubicina (DXR) e 

etoposídeo, os quais podem ser administrados de formas diferentes dependendo do 

país durante 6 meses a 1 ano aproximadamente (PDQ® PEDIATRIC TREATMENT 

EDITORIAL BOARD. PDQ EWING SARCOMA TREATMENT. BETHESDA, MD: NATIONAL 

CANCER INSTITUTE, [s. d.]). Por exemplo, enquanto protocolos nos Estados Unidos 

alternam ciclos de vincristina, ciclofosfamida e doxorrubicina com ciclos de ifosfamida e 

etoposídeo (GRIER et al., 2003), os protocolos europeus por sua vez, geralmente 

combinam vincristina, doxorrubicina e um agente alquilante com ou sem etoposídeo em 

um único ciclo de tratamento (JUERGENS et al., 2006). Já no Brasil são usados em dois 

regimes alterados de quimioterápicos: o primeiro incluindo ifosfamida, etoposide, 

carboplatina e o adjuvante antitóxico MESNA, e o segundo regime contendo vincristina, 

ciclofosfamida, doxorubicina e os adjuvantes MESNA e CARDIOXANE® (cloridrato de 

dexrazoxano) (PAIXÃO et al., 2016).    

A resposta inicial ao tratamento na maioria dos casos é positiva. Porém, 30-50% 

dos pacientes que são diagnosticados com tumores localizados apresentam recidiva em 

menos de 3 meses, e aqueles que recidivam dentro de 24 meses após o diagnóstico têm 

sobrevida em 5 anos <10%. Além disso, 20-25% dos pacientes já apresentam metástases 

ao diagnostico, o que representa um dos principais fatores de resistência ao tratamento 

(BACCI et al., 2003; GRÜNEWALD et al., 2018). Também é valido ressaltar que as terapias 

atuais possuem efeitos colaterais. Estes vão desde os efeitos mais comuns como perda 

de peso, cabelo e apetite, até efeitos colaterais mais graves como o desenvolvimento 

de síndrome displásica mieloide associada à quimioterapia ou leucemia e sarcoma 

associado à radiação (BACCI et al., 2003; GRÜNEWALD et al., 2018; RIGGI; SUVÀ; 

STAMENKOVIC, 2021). 

Por conta da elevada porcentagem de pacientes com recidiva e tumores 

metastáticos resistentes, a busca por novos alvos terapêuticos se torna tão importante. 

Muitas pesquisas têm apontado o NF-κB como um alvo promissor, uma vez que este 

atua em várias vias oncogênicas como mostrado anteriormente (Figura 5). Centenas de 

moléculas já foram descritas como capazes de interferir na via de sinalização do NF-κB, 

as quais podem ser classificadas como: inibidores de quinases IκB (IKKs), inibidores do 

proteassoma 26S, inibidores do complexo ubiquitina-ligase e inibidores das subunidades 
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constituintes do NF-κB (BARBOSA et al., 2017; GILMORE; HERSCOVITCH, 2006). Dentre 

eles, estão os inibidores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa comandado pelo 

professor Kazuo Umezawa, do Departamento de Medicina Alvo-Dirigida da 

Universidade de Aichi (Japão), denominados dehidroximetilepoxiquinomicina (DHMEQ) 

(UMEZAWA, 2006), 3-[(dodecylthiocarbonyl)methyl] glutarimide (DTCM-g; 

CN102123986B) (ISHIKAWA et al., 2009) e (S)-b-saliciloilamino-a-exo-metileno-ƴ-

butirolactona (SEMBL) (SIDTHIPONG et al., 2017) (Figura 6). A Tabela 1 resume os 

principais efeitos destes inibidores de NF-κB em alguns tipos de câncer. 

 

Figura 6. Estrutura molecular dos inibidores de NF-κB DHMEQ, DTCM-g e SEMBL. 

 

Fonte: A autora. Adaptado de Umezawa (2006), Ishikawa et al. (2009) e Sidthipong et al. (2017). 

 

O DHMEQ foi o primeiro do grupo a ser sintetizado e caracterizado. Ele é uma 

molécula de baixo peso molecular derivada do antibiótico epoxiquinomicina C isolado a 

partir de Amycolatopsis sp. (MATSUMOTO et al., 1997; UMEZAWA, 2006). Este 

composto é capaz de bloquear a translocação nuclear nas vias de ativação de NF-κB 

canônica e não-canônica (KATSMAN; UMEZAWA; BONAVIDA, 2007). Isto só é possível 

porque este composto se liga covalentemente e de forma irreversível à cisteína da 

sequência CEGRSAGSI que corresponde aos aminoácidos 38-46 de Rel-A, aminoácidos 

28-36 de c-Rel e aminoácidos 144-152 de Rel-B (WATANABE et al., 2008; YAMAMOTO 

et al., 2008). Existem vários relatos na literatura dos efeitos do DHMEQ em células 

tumorais in vitro e in vivo sem apresentar toxicidade ou efeitos colaterais em células e 

tecidos normais. Alguns dos seus principais efeitos in vitro incluem indução de apoptose, 

parada do ciclo celular em G0/G1, inibição da proliferação, migração e invasão celular, 

além de possuir efeito sinérgico com quimioterápicos e radiação (CASTRO-GAMERO et 

al., 2012; CELEGATO et al., 2014; FUKUSHIMA et al., 2012; KOZAKAI et al., 2012; 

LAMPIASI et al., 2012; PIRES et al., 2017; RAMOS et al., 2018; SATO et al., 2014a; SIMON-
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GABRIEL et al., 2018; SUZUKI et al., 2013; TSAI et al., 2011; WATANABE et al., 2005a,  

2005b; YASUDA et al., 2011). Os dados obtidos in vivo também são bem promissores e 

incluem melhora na sobrevida dos animais e uma redução na massa celular do tumor, 

incluindo redução do peso e do volume tumoral, além da diminuição da angiogênese 

sem efeitos colaterais como perda de peso do animal e queda de pelos (FUKUSHIMA et 

al., 2012; KAWAGUCHI et al., 2016; KOZAKAI et al., 2012; SATO et al., 2014a; SUZUKI et 

al., 2013; WATANABE et al., 2005b,  2005a; YASUDA et al., 2011). Do ponto de vista 

molecular, estes efeitos foram observados porque a inibição do NF-κB promove a 

regulação negativa de genes antiapoptóticos como BCL2, BCL2L (codificante para Bcl-

xL), XIAP e BIRC3 (codificante para Ciap2) e envolvidos com migração e invasão, como 

MMP2 e MMP14 (BRASSESCO, M. S. et al., 2013). 

O segundo inibidor a ser desenvolvido, o DTCM-g também é uma molécula 

pequena, porém é sinteticamente derivada da piperidina 9-methylstreptimidone de 

Streptomyces sp. (ISHIKAWA et al., 2009). A sua capacidade de inibir o NF-κB se dá pela 

indução da clivagem da subunidade Rel-B na Asp205 (KUBOKI et al., 2015). Da mesma 

forma que o DHMEQ, este composto não apresenta citotoxicidade para células normais, 

mas possui efeitos antimetastáticos, pró-apoptóticos, antiproliferativos, incluindo a 

indução de parada do clico celular, redução na capacidade clonogênica, além de efeito 

sinérgico com outros quimioterápicos e radiação em células tumorais cultivadas in vitro 

(BRASSESCO, Maria S. et al., 2012; BRASSESCO, María Sol et al., 2013; KUBOKI et al., 

2015; ROBERTO et al., 2018). Estes efeitos foram desencadeados pela regulação 

negativa de genes como PDPN, MMP2, TIMP1 e TIMP2, como mostrado por BRASSESCO, 

María Sol et al. (2013). Já com relação aos efeitos antitumorais in vivo, existe apenas um 

trabalho publicado, no qual o DTCM-g isolado não apresentou efeito, sendo um potente 

quimioterápico apenas quando associado à outros compostos quimioterápicos 

(BRASSESCO, María Sol et al., 2013). 

Por fim, o SEMBL, o mais recente composto sintetizado pelo grupo do Prof. 

Umezawa é, é um derivado do DHMEQ que se diferencia deste pela ausência do grupo 

epóxido (SIDTHIPONG et al., 2017). Existe apenas um único artigo de pesquisa e um de 

revisão publicado com este composto no qual foi mostrado que o SEMBL é capaz de 

impedir a ligação da subunidade p65 do NF-κB ao DNA e desta forma a ativação dos 

genes alvos do fator de transcrição (SIDTHIPONG et al., 2017; UMEZAWA; LIN, 2020). 
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Este composto se mostrou 10x mais eficiente que o seu composto de origem em 

diminuir a proliferação celular após 24h de tratamento com a concentração de 3 μg/mL. 

Outro efeito observado foi na capacidade de inibir a migração e invasão celular, 

apresentando novamente uma eficiência maior que o DHMEQ ao inibir estes processos, 

seja funcionalmente ou inibindo a expressão de genes relacionados como MMP-2 

(SIDTHIPONG et al., 2017). 

 

Tabela 1. Efeitos da inibição de NF-κB por DHMEQ, DTCM-g e SEMBL (CDDP = Cisplatina; DXR = 

Doxorubicina; MTX = Metrotexato; GCB = Gemcitabina). 

Dehidroximetilepoxiquinomicina (DHMEQ) 

Tipo de câncer Efeitos observados Referência 

Meduloblastoma 

< proliferação celular 

> apoptose e migração 

Inibição da capacidade clonogênica 

Radio- e quimiossensibilização com TMZ e CDDP 

(RAMOS et 

al., 2018) 

Leucemia 

Linfocítica 

Crônica 

> apoptose 

Cocultura com células estromais diminui efeito pró-

apoptótico. Porém, a associação do DHMEQ com 

inibidores de crosstalk celular (ibruinib e R406) diminui 

a viabilidade das células tumorais. 

(SIMON-

GABRIEL et 

al., 2018) 

Câncer de mama 

< proliferação, migração e invasão celular 

< expressão de genes envolvidos na transição epitélio-

mesenquimal: SLUG, TWIST, ZEB2, CDH2 e MMP11 

(PIRES et al., 

2017) 

Câncer intestinal 

murino 

< formação de tumores e perda de peso 

Inibição da translocação nuclear do NF-κB 

Sem efeito em animais saudáveis 

(KAWAGUCHI 

et al., 2016) 

Linfoma de 

Hodgkin 

> apoptose e produção de espécies reativas de 

oxigênio 

< secreção de CCL5, CCL17 e IL-6 

< expressão de IRF4, CD30 e CD40 

Quimiossensibilização com DXR, CDDP e GCB 

(CELEGATO 

et al., 2014) 
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Continuação. 

Câncer de 

pâncreas 

Indução de apoptose por anoikis 

< cIAP-1, cIAP-2, XIAP, caspase -3 e -9 

< volume tumoral e sítios metastáticos; sem perda de 

peso 

(SATO et al., 

2014a) 

Glioblastoma 

< viabilidade celular 

> apoptose: > caspase-3; < BCL2, BCL2L1 e XIAP 

> necrose 

Indução de parada do ciclo celular em G2/M 

< capacidade clonogênica, migração e invasão 

Rádio- e quimiossensibilização: sinergismo com TMZ 

(BRASSESCO, 

M. S. et al., 

2013) 

Adenocarcinoma 

pancreático 

Inibição do crescimento celular e invasão 

< sítios metastáticos no fígado; < MMP-9 e IL-8 

< angiogênese: < CD31 

Possível efeito sinérgico com GCB 

(SUZUKI et 

al., 2013) 

Osteossarcoma 

< proliferação e índice mitótico 

> apoptose 

Inibição da capacidade clonogênica 

< migração e invasão 

Efeito sinérgico com CDDP, DXR e MTX 

(CASTRO-

GAMERO et 

al., 2012) 

Carcinoma 

hepatocelular 

< crescimento celular 

> apoptose: < survivina, Bcl-2, Mcl-1, p-Akt; > PARP 

clivada, CD95 

Indução de estresse do retículo endoplasmática: > 

CHOP e TRB3; e produção de espécies reativas de 

oxigênio 

Quimiossensibilização: Celecoxibe 

(LAMPIASI et 

al., 2012) 

Câncer de 

próstata 

< crescimento celular 

Indução de parada do ciclo em G2/M 

Radiossensibilização: < capacidade clonogênica; 

indução de parada do ciclo em G2/M; < p53 e p21 

< volume tumoral tanto sozinho quanto associado à 

radioterapia 

(KOZAKAI et 

al., 2012) 
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Continuação.   

Glioblastoma 

> apoptose 

Indução de parada do ciclo celular em G2/M 

Tumor subcutâneo: < volume; sem hepatotoxidade 

Tumor intracraniano: > necrose; < uPA; melhora na 

taxa de sobrevida 

(FUKUSHIMA 

et al., 2012) 

Leucemia 

> apoptose 

Co-cultura com células estromais diminui efeito 

inibitório do NF-κB 

(TSAI et al., 

2011) 

Carcinoma 

escamoso oral 

< viabilidade celular 

> apoptose: > PARP clivada; < survivina, cIAP-1 e -2 

Indução de parada do ciclo celular em G1 

< volume tumoral 

(YASUDA et 

al., 2011) 

Mieloma 

múltiplo 

< viabilidade celular 

> apoptose: < BCL2L1 e CFLAR (c-FLIP) 

Indução de parada do ciclo celular em G0/G1: <, CDN1 

e CDN2 

< massa tumoral, angiogênese e VEGF 

Sem resultados adversos como perda de pelos e peso 

(WATANABE 

et al., 2005a) 

Leucemia de 

células T adultas 

< viabilidade e proliferação celular 

> apoptose: < Bcl-2, Bcl-xL; > caspases -3, -8 e -9 

Indução de parada do ciclo celular em G0/G1: < ciclina 

D1, Rb e p53 

Aumento da taxa de sobrevida sem efeitos adversos 

como perda de peso 

(WATANABE 

et al., 2005b) 

 

3-[(dodecilthiocarbonil)methil] glutarimide (DTCM-g) 

Glioblastoma 

< viabilidade celular sem afetar células normais 

(astrócitos) 

Indução parada do ciclo celular em G1  

< capacidade clonogênica e invasão: < expressão de 

uPA 

Radiossensibilização: < volume tumoral 

(ROBERTO et 

al., 2018) 
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Continuação.   

Leucemia 

> apoptose: > clivagem de pró-caspase 3; < Bcl-xL e 

survivina 

< expressão de Rel-B por conta do > na clivagem 

(KUBOKI et 

al., 2015) 

Osteossarcoma 

< viabilidade celular e capacidade clonogênica 

< migração e invasão: < PDNP, MMP-2, TIMP1 e TIMP2 

Radio- e quimiossensibilização com DXR 

(BRASSESCO, 

María Sol et 

al., 2013) 

Câncer de bexiga 

< proliferação celular e capacidade clonogênica 

Indução de parada do ciclo celular em G1  

Inibição de migração 

Radiossensibilização 

(BRASSESCO, 

Maria S. et 

al., 2012) 

 

(S)-b-saliciloilamino-a-exo-metileno-ƴ-butirolactona (SEMBL) 

Leucemia 

monocítica 

(rato) 

Inibição da ligação de p65 ao DNA e ativação do NF-κB 
(SIDTHIPONG 

et al., 2017) 

Câncer de 

Ovário 

Inibição da ligação do NF-κB ao DNA, da migração e da 

invasão (inibição da expressão de MMP-2) 

(SIDTHIPONG 

et al., 2017) 

   

Fonte: A autora, a partir de dados de artigos científicos citados. 

 

Desta forma, levando em consideração o papel do NF-κB, o efeito antitumoral da 

sua inibição em vários tipos tumorais e a falta de informações e consenso sobre o seu 

papel para a tumorigênese do SE, a investigação dos efeitos da inibição da via do NF-κB 

em SE por DHMEQ, DTCM-g e SEMBL, como proposto no presente trabalho, pode 

contribuir para o melhor entendimento do seu papel na tumorigênese de SE e avaliar o 

seu potencial como alvo terapêutico. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar de forma comparativa o potencial terapêutico da inibição de NF-κB em 

Sarcoma de Ewing por meio dos inibidores DHMEQ, DTCM-g e SEMBL. 

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Avaliar o potencial terapêutico da inibição do NF-κB em Sarcoma de Ewing por 

meio de análise in sílico; 

b) Avaliar os efeitos da inibição de NF-κB na viabilidade, na morte, na dinâmica do 

ciclo celular e na motilidade celular em modelo in vitro 2D; 

c) Avaliar os efeitos da inibição de NF-κB em modelo in vitro 3D; 

d) Avaliar os efeitos da inibição de NF-κB do ponto de vista transcricional por meio 

da avaliação da expressão de genes envolvidos nos processos celulares estudados. 
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3. MATERIAL e MÉTODOS 

Este Trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Celular e Oncogenética da 

Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão Preto - USP, com a colaboração do 

Laboratório de Pediatria do Hospital das Cínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto – USP.  

 

3.1 Análise in silico 

Inicialmente foi realizada uma análise de expressão e de dependência gênica a 

partir de dados públicos. No primeiro caso, foi utilizada a plataforma R2: Genomics 

Analysis and Visualization Platform (http://r2.amc.nl), a qual fornece dados de 

expressão gênica de tecidos cancerosos e contrapartidas normais. O conjunto de dados 

selecionado foi o Mixed Ewing Sarcoma - Savola - 117 - MAS5.0 - u133p2 (Sondas: RELA 

209878_s_at; RELB 205205_at; REL 235242_at; NFKB1 209239_at; NFKB2 209636_at), 

contendo 18 amostras controle e 64 de SE (SAVOLA et al., 2011). Estes dados foram 

também utilizados para estabelecer correlações de expressão das diferentes 

subunidades de NF-κB com dados clínicos fornecidos pela mesma plataforma, incluindo 

presença de metástase e recidiva.  

A análise de dependência foi realizada a partir de dados disponíveis na plataforma 

DepMap (https://depmap.org/portal/), a qual fornece informações de dependência 

gênica baseados em experimentos de knockout por CRISPR e RNAi. Os resultados são 

apresentados como um score gerado pela própria plataforma: maior que zero (>0) indica 

que a linhagem não é dependente, menor que zero (<0) indica que a linhagem é 

dependente, e quanto mais próximo de -1 indica que o gene analisado é essencial para 

a sobrevivência da linhagem celular.   

 

3.2 Modelo celular 

Todos os experimentos foram realizados utilizando a linhagem celular TC-32, uma 

linhagem derivada de SE pediátrico (Tabela 2) cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Hugo 

Armelin, do Laboratório Especial de Ciclo Celular – Instituto Butantan. Esta foi cultivada 

em RPMI 1640 (Cutilab, Brasil), suplementado com 1% de estreptomicina/penicilina 
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(Sigma-Aldrich, EUA) e 10% de soro bovino fetal (SFB; Gibco®, EUA; pH 7,2–7,4) em 

atmosfera úmida contendo 5% CO2 a 37°C.  

Prévio ao início dos experimentos, a autenticidade da linhagem foi verificada por 

análise de microssatélites - Short Tandem Repeats (STRs). Para isso, amostras de DNA 

foram enviadas ao laboratório de Genética Bioquímica do Departamento de Genética 

da FMRP-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Aguinaldo Luiz Simões e os resultados 

comparados àqueles referenciais do portal ExPASy (ARTIMO et al., 2012). Os resultados 

obtidos para as linhagens em questão, foram equivalentes com o relatado (Tabela 3).  

 

Tabela 2. Características da linhagem celular TC-32. 

Organismo Tecido Doença Idade Mutações 
Genes de 

Fusão 

Homo sapiens Osso 

Tumor 

neuroectodérmico 

primitivo (pertencente 

à Família do Sarcoma 

de Ewing) 

2 
STAG2 

p.Tyr636fs 

EWSR1-

FLI1 

Fonte: A autora. 

 

Tabela 3. Perfil STR da linhagem celular TC-32. 

Linhagem CSF1PO TPOX D7S820 D13S317 THO D5S818 D16S539 VWA 

Ref 

Expasy* 
11/13 9/11 8/11 10/12 6/9.3 12/13 13/14 15/18 

TC-32 11/13 9/11 8/11 10/12 6/9.3 12/13 13/14 15/18 

Fonte: A autora e Portal ExPASy (ARTIMO et al., 2012). 

 

3.3 Exposição aos inibidores de NF-κB 

Os inibidores de NF-κB DHMEQ, DTCM-g e SEMBL foram sintetizados pelo grupo 

do professor Kazuo Umezawa da Universidade de Aichi, Japão. As soluções-estoque de 

todos os inibidores foram preparadas em DMSO (Dimetilsulfóxido; Sigma-Aldrich, EUA) 

(10 μg/μl para DHMEQ e DTCM-g; 5 μg/μl para SEMBL) e estocadas a -20ºC. Já as 

concentrações de uso e tempo de exposição variaram de acordo com o experimento 
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realizado, no entanto as concentrações iniciais utilizadas foram as de 1,25, 2,5, 3,5, 5, 

10 e 20 μg/ml. 

Todos os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes em duplicata ou 

triplicata e foi utilizado como controle a concentração máxima de DMSO contida na 

maior dose dos inibidores utilizados. 

 

3.4 Validação da inibição do NF-κB 

A confirmação do efeito inibitório de DHMEQ, DTCM-g e SEMBL sobre NF-κB foi 

realizada por meio de Western Blot de extrato total, citoplasmático e nuclear de 

proteínas. Para isso, 1.2x106 células foram expostas à 3,5 μg/ml de DHMEQ, 5 μg/ml de 

DTCM-g e 2,5 μg/ml de SEMBL por 24 h e então coletadas por meio de tripsinização. Na 

extração da fração nuclear, após centrifugação de 5 min a 1.000 rpm, o pellet foi 

incubado por 15 min no gelo com tampão contendo 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM NaCl 

e 3 mM MgCl2 e então foram adicionados 25 µl de NP-40® 10% seguido de centrifugação 

a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido, correspondente à fração 

citoplasmática, foi coletado e estocado a -80°C. O pellet restante foi incubado overnight 

em tampão RIPA Buffer (Sigma-aldrich, EUA) e após este período, o mesmo foi 

descongelado em gelo por 30 minutos intercalados com agitação a cada 10 minutos. Em 

seguida, a solução foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 min e o sobrenadante obtido 

correspondente à fração nuclear estocada a -80°C. Na extração total, utilizou-se RIPA 

Buffer (Sigma-aldrich, EUA) seguindo as recomendações do fabricante. Todas as 

proteínas foram quantificadas pelo método Bradfford (BioRad, EUA) segundo as 

recomendações do fabricante. 

Após a quantificação 20 μg de cada amostra foi separada por eletroforese SDS-

PAGE 12% de acrilamida, transferidas para membranas de nitrocelulose e então 

incubadas em TBST 1% contendo 5% de BSA (do inglês, Bovine Serum Albumin) por 1 h 

e 30 min, em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas 

overnight a 4°C sob agitação com diferentes anticorpos: p65 (1:1000 em TBST 1% + BSA 

5%; ab32536) e como endógenos foram utilizados GAPDH (1:10000 em TBST 1%; 

ab128915), Vinculina (1:1000 em TBST 1% + BSA 5%; sc-73614) e Histona H3 (1:2000 em 

TBST 1%; #4499). Em seguida incubou-se com os anticorpos secundários recomendados 

por 1 hora: goat anti-rabbit IgG HRP (1:5000 ou 1:5000 em TBST 1% + BSA 5%) ou goat 
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anti-mouse IgG HRP (1:1000 TBST 1% + BSA 5%).  Para a visualização do anticorpo 

secundário utilizou-se ECL™ Western blotting Analysis System (Amersham GE 

Healthcare). 

 

3.5 Viabilidade celular 

A análise da viabilidade celular foi realizada com o reagente Resazurina (Sigma-

Aldrich, EUA) segundo as recomendações do fabricante. Pra isso, foram semeadas 5x104 

células por poço de placa de 96 e, após adesão, as células foram tratadas com 1,25, 2,5, 

3,5, 5, 10 e 20 μg/ml de DHMEQ, DTCM-g e SEMBL separadamente por 24 h, 48 h e 72 

h. Após cada período o meio foi retirado, as células foram lavadas com PBS 1X e 

incubadas por 2 horas com meio adequado contendo 5% do volume final de solução de 

Resazurina em atmosfera úmida contendo 5% CO2 a 37°C. Decorrido o tempo, a 

absorbância foi mensurada a 570 nm com o aparelho iMark Microplate Absorbance 

reader (BioRad, EUA). Para a obtenção exata dos valores de IC50 (dose requerida para 

afetar a viabilidade em 50%) foi utilizado o software Compusyn (ComboSyn Inc. Paramus 

NJ).  

 

3.5 Morte celular 

A morte celular foi avaliada por meio da marcação com Annexin V e 7aaD (BD 

Biosciences, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Para isso, 5,5x105 células 

foram semeadas em placa de 6 poços e tratadas com 10 µg/ml de DHMEQ, 10 µg/ml de 

DTCM-g e 3,5 µg/ml de SEMBL e após 24 h de tratamento as células foram tripsinizadas, 

lavadas com Binding Buffer (1X) e incubadas com 5 µl de Annexin V e 7aaD por 15 min 

cada. A fluorescência emitida foi analisada no citômetro BD FACSCanto™ II do 

Departamento de Imagens Médicas, Hematologia e Oncologia Clínica da FMRP-USP, sob 

a responsabilidade da Prof. Dr. Lorena Lobô Figueiredo, e os seguintes parâmetros 

foram utilizados para classificar as células: 1) células vivas, -Annexin V/-7aaD; 2) células 

apoptóticas, +Annexin V/-7aaD e +Annexin V/+7aaD; e 3) células necróticas: -Annexin 

V/+7aaD. 
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3.6 Teste de combinação de drogas 

O teste de combinação de drogas consiste no tratamento simultâneo com 

doxorubicina (DXR – Sigma-Aldrich®), droga utilizada atualmente no tratamento de SE, 

e um inibidor de NF-κB. Para isso, células TC-32 foram tratadas com diferentes 

concentrações de doxorubicina diluída em solução salina (50 mg/ml) a fim de calcular a 

IC50 e IC30 (0,0025, 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,08, 0,1 µg/ml) por 24 h, 48 h e 72 h e a 

viabilidade celular foi mensurada com Resazurina, como descrito anteriormente. Uma 

vez calculadas as IC50 e IC30 foram selecionadas as concentrações de 0,1 e 0,04 µg/ml de 

DXR, as quais foram combinadas com as concentrações de 3,5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml 

de DTCM-g e 2,5 µg/ml de SEMBL. A viabilidade após o tratamento simultâneo também 

foi mensurada por meio da resazurina, como descrita anteriormente. A fim de saber se 

a combinação possui efeito sinérgico, antagônico ou aditivo foi utilizado o software 

Compusyn (ComboSyn Inc Paramus NJ). Este fornece o valor de CI (combination index, 

em inglês), o que é classificado como sinérgico, aditivo ou antagônico de acordo com a 

Tabela 4, baseado no método de Chou-Talalay (CHOU; TALALAY, 1984). 

 

Tabela 4. Classificação do efeito da combinação de drogas de acordo com os valores de Índice 

de Combinação (CI). 

Valor de CI Efeito 

< 0,1 Sinergismo muito forte 

0,1-0,3 Sinergismo forte 

0,3-0,7 Sinergismo 

0,7-0,85 Sinergismo moderado 

0,85-0,9 Sinergismo fraco 

0,9-1,1 Aditivo 

1,1-1,2 Antagonismo fraco 

1,2-1,45 Antagonismo moderado 

1,45-3,3 Antagonismo 

3,3-10 Antagonismo forte 

>10 Antagonismo muito forte 

Fonte: A autora. 
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3.7 Ciclo celular 

Para a análise da dinâmica do ciclo celular 5,5x105 células foram semeadas em 

placa de 12 poços e após período de aderência foram tratadas com os inibidores de NF-

κB por 24 h. Após o tratamento, as células foram tripsinizadas e o kit BD Cycletest™ Plus 

DNA Kit (BD Biosience, EUA) foi utilizado, seguindo as recomendações do fabricante, 

para avaliar o conteúdo de DNA e determinar a porcentagem de células em cada fase 

do ciclo celular. A fluorescência emitida pelo PI que se intercala ao DNA foi quantificada 

no citômetro BD FACSCanto™ II do Departamento de Imagens Médicas, Hematologia e 

Oncologia Clínica da FMRP-USP, sob a responsabilidade da Prof. Dr. Lorena Lobô 

Figueiredo e os dados obtidos analisados no programa FlowJo v10.8.1.  

Diferentemente dos demais experimentos, este é o único que não possui 

repetição, como mostrado no item 8.1.2 do Apêndice. 

 

3.8 Migração celular 

A avaliação da migração celular foi realizada por meio do ensaio de wound healing. 

Para tal, as células foram semeadas em placas de 12 poços e após atingirem confluência 

de aproximadamente 90% foram realizadas “feridas” com o auxílio de uma ponteira de 

200µl, lavadas com PBS 1X e tratadas com concentrações dos inibidores de NF-κB 

inferiores aos IC50. Foram tiradas fotos logo após a realização das “feridas”, sendo este 

considerado o tempo 0 h. Decorridas 24 h de tratamento, foram tiradas novas fotos e a 

área das “feridas” foi mensurada com o auxílio do programa ImageJ® v1.8.0 (NIH, USA).  

 

3.9 Cultura 3D 

Além do modelo de cultivo em monocamada também foi utilizado o modelo de 

cultura tridimensional baseado no protocolo de DASGUPTA et al. (2017). Para tal, 

2,5x104 células foram cultivadas por 72 h em poços de placa de 96 revestidas com 1% 

de agarose em meio apropriado livre de soro bovino fetal contendo 2% de B27 

(suplemento para indução de neuro-esferas e células tronco; (Sigma-Aldrich, EUA), 20 

ng/ml de EGF (fator de crescimento epidérmico; Peprotech, Brasil) e 20 ng/ml de FGF 

(fator de crescimento de fibroblastos; (Peprotech, Brasil). Após a formação dos 

esferoides, estes foram tratados com 3,5 e 5 µg/ml de DHMEQ, 5 e 10 µg/ml de DTCM-

g, 1,25 e 2,5 µg/ml de SEMBL por 24 h, 48 h e 72 h. 
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O crescimento dos esferoides foi avaliado por meio da mensuração do diâmetro e 

da esfericidade, parâmetro relativo à forma do esferoide e à sua integridade, com o 

auxílio do software AnaSP® (PICCININI, 2015). 

 

3.13 Extração de RNA, confecção de cDNA e RT-qPCR 

O RNA de células tratadas por 24 h com a dose referente à IC40 dos inibidores de 

NF-κB foi extraído por meio do Trizol Reagent (Invitrogen Inc, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante, o qual foi quantificado e armazenado em freezer -80ºC até a 

sua utilização. Em seguida, foi sintetizado o cDNA por meio do kit High capacity (Applied 

Biosystems, EUA), seguindo-se as recomendações do fabricante, o qual foi utilizado nas 

reações de RT-qPCR.  Utilizou-se o aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detector (Applied 

Biosystems, EUA) e o kit SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific®, EUA) 

conforme as instruções dos fabricantes. Foram utilizados como controles endógenos os 

genes GAPDH e ACTB. A quantificação relativa da expressão gênica foi determinada 

utilizando o método 2-ΔΔCT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 

Para expressão dos genes selecionados utilizaram-se primers adquiridos pela 

Exxtend Biotecnologia Ltda. (Paulínia/SP – Brasil), como mostrado na Tabela 5. 
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Tabela 5. Lista de genes avaliados e seus respectivos primers (F: Forwrad; R: Reverse). 

Gene Primer Função 

RELA 
F: AGGCTATCAGTCAGCGCATC 

R: GCATTCAGGTCGTAGTCCCC 
 

Subunidade 

de NF-κB 

RELB 
F: GAAGAAAAAGCCGGCCATCC 

R: CCGTAGGGTCGTAGGCAAAG 
 

Subunidade 

de NF-κB 

NFKB1 
F: AATGGGCTACACCGAAGCAA 

R: TTGCGGAAGGATGTCTCCAC 
 

Subunidade 

de NF-κB 

BAX 
F: CTGACGGCAACTTCAACTGG 

R: CCCGGAGGAAGTCCAATGTC 
 

Anti-

apoptótico 

PLAU 
F: GTCTACCTGGGTCGCTCAAG 

R: GTGTCAGCGCTGTAGTCCTT 
 

Motilidade 

celular 

MMP9 
F: TTTGAGTCCGGTGGACGATG 

R: GCTCCTCAAAGACCGAGTCC 
 

Motilidade 

celular 

GAPDH 
F: CCCCACCACACTGAATCTCC 

R: GTACATGACAAGGTGCGGCT 
 

Endógeno 

ACTB 
F: ATGATGATATCGCCGCGCTC 

R: TCGTCGCCCACATAGGAATC 
 

Endógeno 

Fonte: A autora. 

 

3.14 Análise estatística 

Todos os dados foram expressos em média ± erro padrão analisados por meio do 

software GraphPad Prism versão 8 (San Diego, CA, USA). Para análise de dados com mais 

de uma variável como os de viabilidade, morte, ciclo celular, diâmetro e esfericidade foi 

utilizado teste Two Away ANOVA seguido de teste post hoc Tukey’s multiple comparison 

test. Já para os dados com uma única variável, como os de migração celular e expressão 

gênica proveniente do banco de dados R2 e de RT-qPCR, utilizou-se o teste Kruskal-
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Wallis seguido de teste post hoc Dunn’s multiple comparision test. Em todos os 

parâmetros avaliados, os valores considerados significativos foram os de p<0,05.   
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4. RESULTADOS 

4.1 Avaliação da expressão e da dependência gênica in sílico 

Inicialmente, a fim de verificar a importância da via do NF-κB em SE a expressão 

gênica de todas as subunidades deste fator de transcrição foi avaliada em amostras de 

pacientes diagnosticados com SE e comparada com amostras de tecido normal, a partir 

de dados públicos provenientes da plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization 

Platform (http://r2.amc.nl). Como observado nas Figuras 7A e 7B, três das subunidades 

foram encontradas diferencialmente expressas: RELA (p = 0,0035), REL (p <0,0001) e 

NFKB1 (p <0,0001), sendo as duas primeiras hiperexpressas e a última hipoexpressa 

quando comparas às amostras controle (representadas em 1 no box plot). 

Adicionalmente, a baixa expressão de REL e a alta expressão de NFKB1 foram 

correlacionadas com a presença de recidiva, ao passo que a baixa expressão de NFKB1 

foi correlacionada positivamente com a presença de metástase em pacientes 

diagnosticados com SE como visto na Figura 8. 

Em paralelo, a análise de dependência genica, mostrou a relevância da via do NF-

κB em SE. Foram encontrados dados de um total de 16 linhagens celulares derivadas de 

SE (Tabela 6), sendo 9 delas com status de linhagem pediátrica confirmado, 2 adultas e 

5 com idade desconhecida. Além disso, todas possuem a translocação entre um membro 

da família de proteínas FET e outra da família ETS (EWS-FLI1: 75%; EWS-ERG:12,5%; e 

EWS-FEV: 6,25%), com exceção da linhagem CHLA57 que não possui essa informação na 

literatura.  De modo geral, todas as linhagens celulares incluídas na plataforma se 

mostraram dependentes da via do NF-κB com scores <0 (Figura 7 B). Quando analisadas 

Individualmente, 100% das linhagens possuem algum grau de dependência da 

subunidade RELA, 93,75% (15/16) possuem dependência de RELB e NFKB1, 20% (3/16) 

possuem dependência de NFKB2 e 37,5% (6/16) possuem dependência de REL. Destaca-

se que a linhagem celular TC-32, utilizada no presente trabalho, também se mostrou 

dependente das subunidades RELA (-0,366760969), RELB (-0,23070217) e NFKB1 (-

0,343896268), não sendo dependente das subunidades REL (0,130198748) e NFKB2 

(0,264594101). 
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Figura 7. Expressão e dependência gênica dos membros da família REL em amostras de 

pacientes e linhagens celulares derivadas de SE. 

 

Fonte: A autora. 

Análise in silico. Foram utilizados dados da plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization 

Platform (Mixed Ewing Sarcoma - Savola - 117 - MAS5.0 - u133p2) para análise da expressão 

gênica (A) e da plataforma DepMap para análise da dependência (B) e RELA, RELB, REL, NFKB1 

e NFKB2. Os dados de expressão gênica foram normalizados pelos valores de expressão de 

amostras de tecido normal (valores iguais à 1, linha tracejada). Os mesmos foram analisados por 

meio de Kruskal-Wallis test seguido de teste post hoc Dunn's multiple comparisons test. Os 

valores foram considerados relevantes estatisticamente quando p < 0.05 (*). 
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Tabela 6. Linhagens celulares derivadas de Sarcoma de Ewing encontradas na plataforma 

DepMap. (Em destaque, a linhagem utilizada no estudo). 

Linhagem Tecido Idade Translocação 

A673 Osso/Músculo 15 EWS-FLI1 

CHLA57 Osso desconhecido desconhecido 

COGE352 
Sangue 

Periférico 
(metástase) 

17 EWS-ERG 

EW8 Osso desconhecido EWS-FLI1 

EWS502 Osso desconhecido EWS-FLI1 

MHHES1 Osso 12 EWS-FLI1 

RDES Osso 19 EWS-FLI1 

SKES1 Osso 18 EWS-FLI1 

SKNEP1 
Pulmão 

(metástase) 
25 EWS-FLI1 

SKNMC 
Cérebro 

(metástase) 
12 EWS-FLI1 

SKPNDW 
Tumor 

embironário 
17 EWS-FLI1 

TC106 Osso 19 EWS-ERG 

TC138 Osso desconhecido EWS-FLI1 

TC205 Osso desconhecido EWS-FEV 

TC32 Osso 
2 anos e 7 

meses 
EWS-FLI1 

TC71 Osso 22 EWS-FLI1 
 Fonte: A autora. 
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 Figura 8. Correlação entre expressão gênica dos membros da família REL com características clínicos. 

 

Fonte: A autora. 

Análise de correlação. Os dados disponíveis na plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization Platform foram utilizados para realizar uma análise de 

correlação entre a expressão gênica de RELA, RELB, REL, NFKB1 e NFKB2 com os dados clínicos de presença ou ausência de metástase (A) e ausência ou 

presença de recidiva (B). Para tal foi utilizado o teste de correlação de Spearman, sendo os valores de p < 0,05 considerados relevantes estatisticamente (*). 
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4.2 Validação da inibição de NF-κB 

A análise da expressão proteica por meio de Western Blot após a exposição aos 

inibidores DHMEQ, DTCM-e e SEMBL por 24 h (Figura 9) revelou diminuição na 

marcação nas frações nucleares quando comparado com o grupo controle DMSO. Desta 

forma, pode-se dizer que os inibidores utilizados no presente estudo são capazes em 

diferentes escalas de inibir a translocação nuclear e consequentemente a ativação da 

via do NF-κB. 

 

Figura 9. Expressão proteica de p65 após exposição às drogas de estudo por 24 h. 

 

Fonte: A autora. 

Translocação nuclear. O tratamento com DHMEQ, DTCM-g e SEMBL diminui a translocação 

nuclear de p65 nas frações nucleares da linhagem TC-32, denotando indiretamente a inibição 

da via de NF-κB. 

      

4.3 Influência da inibição de NF-κB na viabilidade e morte celular 

O ensaio de viabilidade celular mostrou que os inibidores de NF-κB DHMEQ, 

DTCM-g e SEMBL são capazes de reduzir a viabilidade da linhagem celular TC-32, como 

mostrado na Figura 10. Tanto em 24 h como em 72 h os três inibidores foram capazes 

de reduzir a viabilidade celular de forma dose-dependente (p<0,05), enquanto que em 

48 h nenhum dos inibidores teve efeito com relevância estatística. Destaca-se o fato de 

que a maior concentração utilizada de todos os inibidores foi capaz de reduzir a quase a 

zero a viabilidade celular após 24 h e 72 h, enquanto que após 48 h, mesmo sem 

relevância estatística, todos os inibidores foram capazes de reduzir em pelo menos ou 

mais de 50% a viabilidade celular. 
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Entretanto, foi possível comparar melhor a eficácia dos três compostos a partir do 

cálculo da IC50. Assim, fica claro que o inibidor mais potente em reduzir a viabilidade foi 

o SEMBL, com os menores valores em todos os tempos testados (IC50 24 h = 2,31; IC50 

48 h = 3,54; IC50 72 h = 1,85). O DHMEQ se mostrou o segundo mais eficaz no tratamento 

de 24 h (IC50 = 4,42) seguido do DTCM-g (IC50 = 6,43), enquanto que no tempo de 48 h e 

72 h o DTCM-g mostrou melhores resultados que o DHMEQ (IC50 48 h = 12,55 e IC50 72 

h = 9,13, IC50 24 h = 8,54 e IC50 72 h = 7,45, respectivamente). 

Os dados de viabilidade celular vão, em partes, ao encontro da análise de morte 

celular por apoptose e necrose realizado com Annexin V e 7aaD. Como pode ser 

observado na Figura 11, após a exposição por 24 h a todos os compostos houve uma 

redução significativa na viabilidade celular, sendo de aproximadamente 10% nos grupos 

tratados com DHMEQ e DTCM-g e de mais de 20% no grupo SEMBL quando comparado 

ao controle DMSO. Porém, apenas o SEMBL foi capaz de aumentar de forma significativa 

a morte celular por apoptose (células marcadas com Annexin v), enquanto nenhum dos 

grupos tratados teve aumento significativo na morte por necrose. Desta forma, pode-se 

considerar que o composto mais eficaz em diminuir a viabilidade em partes por 

consequência do aumento de apoptose foi o SEMBL.   
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Figura 10. Viabilidade celular da linhagem TC-32 após exposição à DHMEQ, DTCM-g e SEMBL.

 

 

Fonte: A autora. 

Viabilidade celular. A viabilidade celular foi mensurada por meio da leitura da absorbância da resazurina (570 nm) após a exposição aos inibidores de NF-κB 

DHMEQ, DTCM-g e SEMBL por 24 h, 48 h e 72 h. Os valores de IC50, IC40 e IC30 foram calculados com o auxílio do software Compusym e equivalem à dose 

(µg/ml) necessária para reduzir a viabilidade em 50%, 40% e 30%, respectivamente. Todos os dados foram normalizados pelos respectivos controles (DMSO) 

e expressos em média ± erro padrão. Os mesmos foram analisados por meio de Two way ANOVA seguido de teste post hoc Tukey’s multiple comparisions test. 

Os valores foram considerados relevantes estatisticamente quando p < 0,05 (*).
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 Figura 11. Análise de morte celular após a exposição aos inibidores de NF-κB (10 µg/ml de 

DHMEQ e DTCM-g; 3,5 µg/ml de SEMBL) por 24 h.

 

Fonte: A autora. 

Morte celular. As células TC-32 foram marcadas com Annexin v e 7aaD a fim de identificar 

células viáveis (-Annexin v/-7aaD), apoptóticas (+Annexin v/-7aaD e + Annexin v/+7aaD) e 

necróticas (-Annexin v/+7aaD). Os dados obtidos foram expressos em média ± erro padrão das 

porcentagens. Os mesmos foram analisados por meio de Two way ANOVA seguido de teste post 

hoc Tukey’s multiple comparisions test. Os valores foram considerados relevantes 

estatisticamente quando p < 0,05 (*).    

 

4.4 Avaliação do potencial sinérgico da inibição de NF-κB no tratamento com 

Doxorubicina 

De acordo com método desenvolvido por CHOU e TALALAY (1984) pode-se definir a 

interação entre drogas como sinérgico, aditivo ou antagônico. Para isso, é necessário 

calcular inicialmente os valores de IC50 dos compostos individuais, como já apresentado 

na Figura 10 para os inibidores de NF-κB, e como mostrado na Figura 12, para o 

quimioterápico DXR, utilizado na prática clínica para o tratamento de SE. Observa-se que 

o tratamento com DXR leva a uma diminuição da viabilidade celular em todos os tempos 

testados, porém apenas doses iguais ou acima de 0,02 µg/ml foram efetivas e relevantes 

estatisticamente. Este ponto é corroborado ao se analisar os valores de IC50 que foram 

de aproximadamente 0,1, 0,2 e 0,04 µg/ml após 24 h, 48 h e 72h de tratamento, 

respectivamente. 
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Figura 12. Viabilidade celular da linhagem TC-32 após tratamento com DXR. 

 

Fonte: A autora. 

Viabilidade celular. A análise foi realizada por meio da leitura da absorbância da resazurina (570 

nm) após a exposição à DXR por 24 h, 48 h e 72 h. Os valores de IC50, IC40 e IC30 foram calculados 

com o software Compusyn. Todos os dados foram normalizados pelos respectivos controles 

(solução salina) e expressos em média ± erro padrão. Os mesmos foram analisados por meio de 

Two way ANOVA seguido de teste post hoc Tukey’s multiple comparisions test. Os valores foram 

considerados relevantes estatisticamente quando p < 0,05 (*).    

 

A partir do cálculo de IC50 de todos os inibidores de NF-κB utilizados, testou-se de 

forma simultânea o tratamento com uma dose próxima a IC40 de 24h de cada composto 

(3,5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml de DTCM-g e 2,5 µg/ml de SEMBL) com duas doses de 

DXR, valores próximos à IC50 (0.1 µg/ml) e IC30 (0.04 µg/ml) após 24 h de tratamento. Os 

valores de Fa (fração afetada), correspondentes ao efeito observado, de CI, 

correspondente ao tipo de interação, e de DRI (do inglês, Dose-Reduction Index), 

correspondente ao fold de redução na dose de DXR necessária para ter o mesmo efeito 

do tratamento isolado, são expostos na Tabela 7. Das 18 combinações testadas apenas 

4 foram sinérgicas, ou seja, possuem valor de CI<1. A combinação com maior efeito 

sinérgico e, consequentemente, maior DRI foi a combinação de 3,5 µg/ml de DHMEQ 

com 0,04 µg/ml de DXR por 24 h (CI = 0,33771; DRI = 22,2959), seguido de 5 µg/ml de 

DTCM-g com 0,1 µg/ml de DXR por 24 h (CI = 0,50718; DRI 5,17387), 3,5 µg/ml de 

DHMEQ com 0,04 µg/ml de DXR por 72 h (CI = 0,60276, DRI = 2,59653) e, por fim, 3,5 

µg/ml de DHMEQ com 0,04 µg/ml de DXR por 48 h (CI = 0,83378, DRI = 2,29843). As 
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demais combinações tiveram efeito aditivo (0,9 < CI <1,10) ou antagônico (CI>1,10). 

Nota-se que mesmo as combinações que tiveram efeito aditivo ou de baixo a moderado 

efeito antagônico (0,9 < CI < 3,3) apresentaram valores de DRI acima de 1, indicando um 

efeito positivo na redução da dose de DXR.  É importante destacar que combinações 

com alto efeito antagônico, como 5 µg/ml de DTCM-g com 0,04 µg/ml de DXR por 24 h 

e 48 h (CI = 9,8x107; CI = 1,6x109) apresentaram valores extremamente baixos de DRI, 

tendo, portanto, um efeito inverso do esperado. Desta forma, o inibidor de NF-κB que 

se mostrou mais promissor em potencializar o efeito de DXR no tratamento de SE foi o 

DHMEQ. 

 

Tabela 7. Fração afetada (Fa), Índice de Combinação (CI) e Índice de Redução de Dose (DRI) da 

linhagem TC-32 após tratamento simultâneo com um inibidor de NF-κB e DXR por 24 h, 48 h e 

72 h. (azul = sinérgico; verde = aditivo; amarelo = antagônico; cinza = DRI favorável). 

 

Fonte: A autora. 

 

4.5 Influência da inibição de NF-κB no ciclo celular 

Baseados no ensaio de viabilidade celular com resazurina foram selecionadas 

doses próximas à IC40 de 24 h dos inibidores de NF-κB para avaliar o efeito no ciclo 

celular, ou seja, 3,5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml de DTCM-g e 2,5 µg/ml de SEMBL. Como 

mostrado na Figura 13 quando comparado com o controle DMSO houve uma diminuição 

de células em G1 (SEMBL = 40,61%; DMSO = 50,75%) e um aumento de células em G2/M 
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(SEMBL = 16,89%; DMSO = 11,79%) após o tratamento com SEMBL. Os demais inibidores 

não foram capazes de alterar o ciclo celular. Assim, o inibidor mais eficiente com relação 

ao parâmetro ciclo celular foi o SEMBL. 

 

Figura 13. Efeito da inibição de NF-κB no ciclo celular da linhagem celular TC-32. 

 

Fonte: A autora. 

Ciclo celular. A análise foi realizada após 24 h de tratamento por meio do kit BD Cycletest™ Plus 

DNA Kit e os dados obtidos expressos em média ± erro padrão das porcentagens. Por não haver 

repetição do experimento, a análise estatística não foi realizada. 

    

4.6 Efeito da inibição de NF-κB na migração celular 

A avaliação da migração celular foi realizada por meio do ensaio de wound healing 

com as concentrações de DHMEQ, DTCM-g e SEMBL próximas à IC40, afim de evitar 
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muita morte celular e possível viés na análise. Os três inibidores de NF-κB foram capazes 

de reduzir a migração celular de forma significativa como mostrado na Figura 14. O 

DHMEQ e o DTCM-g se comportaram de forma similar, reduzindo a migração celular em 

aproximadamente 40%, enquanto o SEMBL se mostrou mais eficaz e foi capaz de reduzir 

a migração em mais de 50% quando comparado ao controle DMSO. 

 

Figura 14. Migração celular por wound healing. 

 

Fonte: A autora. 

Migração celular. O efeito dos inibidores de NF-κB na migração celular da linhagem TC-32 foi 

avaliado após o tratamento por 24 h com 3,5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml de DTCM-g e 2,5 µg/ml 

de SEMBL. As imagens foram obtidas em microscópio invertido na objetiva de 40x e todos os 

dados obtidos foram normalizados pelo DMSO e expressos em média ± erro padrão. Os mesmos 

foram analisados por meio de Kuskal-Wallis test seguido de teste post hoc Dunn's multiple 

comparisons test. Os valores foram considerados relevantes estatisticamente quando p < 0,05 

(*).    

 

4.7 Efeito da inibição de NF-κB no crescimento e integridade de esferoides 

De acordo com GAEBLER et al., (2017), modelos 3D possuem vantagens quando 

comparados à modelos 2D tradicionais de cultura celular na triagem de potenciais 
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quimioterápicos. Por isso, os inibidores de NF-κB utilizados no presente trabalho 

também foram testados em esferoides da linhagem TC-32. Duas concentrações de cada 

inibidor foram selecionadas (próximas à IC40 e IC50) e os parâmetros “diâmetro” e 

“esfericidade” foram utilizados para inferir o efeito na viabilidade celular, uma vez que 

o método resazurina não é indicado para avaliação da viabilidade e proliferação em 

modelos 3D. 

Como observado na Figura 15 os três inibidores foram capazes de alterar o 

diâmetro e a esfericidade quando comparados ao controle DMSO. Com relação ao 

diâmetro, após 24 h de tratamento a exposição à 5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml de DTCM-

g, 1,25 e 2,5 µg/ml de SEMBL levou à sua diminuição, podendo indicar uma redução na 

proliferação e no crescimento celular. Porém, após 72 h de tratamento, todas 

concentrações testadas dos inibidores levaram a um efeito inverso, ou seja, a um 

aumento no diâmetro, o que poderia sugerir um aumento na proliferação e no 

crescimento celular. Porém, ao se analisar o parâmetro esfericidade e às imagens, 

observa-se que quanto maior o tempo de tratamento e a concentração dos inibidores, 

menor é a esfericidade e maior o dano observado nos esferoides tratados, o que não é 

observado no controle DMSO. Desta forma, pode-se dizer que o aumento no diâmetro 

é devido à perda de integridade e provável aumento de morte celular. Além disso, se 

levarmos em consideração o parâmetro “esfericidade”, o inibidor que causou maior 

perda do mesmo foi o SEMBL, podendo ser classificado como o mais eficaz.  
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Figura 15. Efeito da inibição de NF-κB em modelo 3D. 

                    

Fonte: A autora 
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Análise em modelo 3D. A linhagem TC-32 foi cultivada em modelo 3D por 72 h e após a formação dos esferoides os mesmos foram tratados com diferentes 

concentrações de DHMEQ, DTCM-g e SEMBL por 24 h, 48 h e 72 h. Os parâmetros “diâmetro” e “esfericidade” foram mensurados a partir de fotos obtidas em 

microscópio invertido na objetiva de 10X. Todos os dados foram normalizados pelos respectivos controles (DMSO) e expressos em média ± erro padrão. Os 

mesmos foram analisados por meio de Two way ANOVA seguido de teste post hoc Tukey’s multiple comparisions test. Os valores foram considerados 

relevantes estatisticamente quando p < 0,05 (*). 
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4.8 Inibição de NF-κB leva à modulação da expressão gênica 

De forma similar a alguns ensaios funcionais, para a avaliação da influência da 

inibição de NF-κB na expressão gênica foram selecionadas concentrações próximas à 

IC40 a fim de evitar morte celular e, portanto, células suficientes para a extração de RNA.  

Com relação à alteração na expressão na expressão de NF-κB, tanto DTCM-g como 

SEMBL foram capazes de reduzir a expressão de RELA, RELB e NFKB1 de forma 

significativa, ao passo que o DHMEQ não reduziu nenhuma das subunidades avaliadas 

(Figura 16). Vale ressaltar que DTCM-g e SEMBL reduziram em mais da metade a 

expressão de NFKB1. 

Com relação a alvos validados do NF-κB, foi avaliada a expressão de genes 

envolvidos com a motilidade (MMP9 e PLAU) e com a morte celular (BAX) como 

mostrado na Figura 15. Enquanto DHMEQ foi capaz de reduzir a expressão de ambos os 

genes envolvidos com motilidade de forma significativa quando comparado ao controle 

DMSO, DTCM-g e SEMBL foram capazes de reduzir a expressão de forma significativa 

apenas de MMP9. O mesmo não ocorreu com a expressão de BAX, a qual foi reduzida 

pelos três inibidores de NF-κB de forma significativa. 
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Figura 16. Expressão gênica de membros da Família Rel e alvos validados de NF-κB após 

inibição. 

 

Fonte: A autora. 

Expressão gênica. A linhagem TC-32 foi tratada por 24 h com 3,5 µg/ml de DHMEQ, 5 µg/ml de 

DTCM-g ou 2,5 µg/ml de SEMBL e expressão de genes alvos e subunidades de NF-κB foi avaliada 

por meio de RT-qPCR. Os dados obtidos foram expressos em fold change ± erro padrão. Os 

mesmos foram analisados por meio de Kuskal-Wallis test seguido de teste post hoc Dunn's 

multiple comparisons test. Os valores foram considerados relevantes estatisticamente quando 

p < 0,05 (*). 
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5. DISCUSSÃO 

O tratamento para SE tem avançado muito nas últimas décadas. Contudo, a 

sobrevida de pacientes com recidiva e com metástase continua sendo um desafio para 

a medicina (BACCI et al., 2003; GRÜNEWALD et al., 2018; VAN MATER; WAGNER, 2019). 

Por esse motivo, a busca de novos alvos terapêuticos e novos tratamentos é de suma 

importância.  

O papel da via do NF-κB na tumorigênese é relatado na literatura há décadas. 

Desde a sua descoberta em 1986 (RANJAN SEN; DAVID BALTIMORE, 1986) os estudos 

que correlacionam a alta expressão e a ativação constitutiva de NF-κB ao 

desenvolvimento e progressão tumoral têm aumentado (XIA, L. et al., 2018), porém, 

este padrão não é observado em SE. Um dos primeiros relatos da participação da via do 

NF-κB na tumorigênese do SE ocorreu no início do século XXI (JAVELAUD, Delphine et 

al., 2000b) e desde então pouco mais de 10 trabalhos foram publicados sobre o assunto. 

Até o momento, só há registro de um estudo que analisou a expressão de NF-κB/p65 

em amostras de pacientes com o objetivo de avaliar a presença da expressão 

constitutiva da via por meio de imuno-histoquímica (ZENALI et al., 2009). Neste estudo, 

observou-se uma elevada marcação de p-p65 (p65 fosforilada) no núcleo em amostras 

de pacientes diagnosticados com SE. Este achado vai ao encontro do observado pelas 

análises in silico do presente estudo, no qual observou-se uma elevada expressão de 

mRNA tanto de RELA, gene codificante para p65, como de REL, gene codificante para 

outra subunidade de NF-κB, c-Rel. É importante destacar que o estudo de ZENALI et al. 

(2009) analisou apenas 3 amostras, enquanto no presente estudo foram utilizadas mais 

de 100 amostras, incluindo amostras de tecido normal, sendo desta forma uma análise 

de maior impacto e abrangência. Assim, ambos os trabalhos corroboram com a hipótese 

de que a via do NF-κB possui relevância para a tumorigênese em SE. 

Corroborando com os dados de expressão gênica, a análise da dependência gênica 

mostrou que linhagens celulares derivadas de SE são dependentes de NF-κB. Este 

parâmetro calculado a partir de experimentos de perturbação da expressão por meio 

de RNAi ou CRISPR permite avaliar quais genes são essenciais para a sobrevivência e a 

proliferação celular, ou seja, quais genes favorecem ou não o crescimento e a 

progressão tumoral (LIN; SHELTZER, 2020). Baseado nesta análise, a linhagem celular TC-

32 se mostra como um bom modelo de estudo. A mesma apresenta dependência dos 
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genes RELA, RELB e NFKB1, sendo que dois deles (RELA e NFKB1) se mostraram 

diferencialmente expressos em amostras de pacientes.  

A dependência gênica também permite classificar um gene como oncogene ou 

supressor tumoral dependendo do efeito que a perturbação do mesmo causa na célula 

(LIN; SHELTZER, 2020). Partindo deste ponto de vista, alguns genes da família Rel podem 

possuir papeis opostos em SE. As análises in silico do gene REL, por exemplo, mostraram 

que o mesmo possui elevada expressão, pode ser essencial ou não para a sobrevivência 

dependendo da linhagem celular analisada e baixos níveis de expressão se 

correlacionam com recidiva. Assim, segundo esta análise o gene REL pode apresentar 

um papel de supressor tumoral ou oncogene dependendo do estágio de 

desenvolvimento, podendo não estar relacionado ao processo de estabelecimento 

tumoral, mas envolvido em processos de progressão e metástase, por exemplo. O papel 

de c-Rel na tumorigênese inicialmente era considerado exclusivamente pró-tumoral, 

uma vez que a sua alta expressão foi correlacionada com o desenvolvimento de diversas 

neoplasias (MUKHERJEE et al., 2015). Porém, a depleção de c-Rel em modelo animal 

aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento de câncer gástrico e adenoma 

associado a colite, indicando que esse fator pode possuir um papel dúbio dependendo 

do contesto da doença (BURKITT, M. D. et al., 2013; BURKITT, Michael D. et al., 2015). 

Logo, a correlação negativa de REL com recidiva reforça a ideia de papel duplo ou 

dependente do estágio da doença de c-Rel na tumorigênese. 

De forma similar, o gene NFKB1 pode apresentar um papel ambíguo na 

tumorigênese de SE visto que é considerado um gene essencial para a sobrevivência da 

grande maioria das linhagens celulares analisadas, mas se apresenta em níveis baixos 

nas amostras tumorais o que se correlaciona com metástase. É sabido que dependendo 

do dímero formado com p50 (proteína derivada do precursor p105 codificado a partir 

do gene NFKB1) pode ocorrer a progressão (ABATE et al., 2015) ou a supressão tumoral 

(KRAVTSOVA-IVANTSIV et al., 2015). Além disso, geralmente quando a expressão de 

p65/RELA é elevada em tumores a expressão de p50 ou ativação do homodímero 

p50/p50 é baixa, indo ao encontro com o padrão observado na análise in silico de 

expressão gênica (CONCETTI; WILSON, 2018).  

A desregulação da via do NF-κB em neoplasias é comum pelo fato deste fator de 

transcrição participar da regulação de diversos processos celulares fundamentais para a 
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homeostasia tecidual (MEDEIROS et al., 2021; PRESCOTT; MITCHELL; COOK, 2021). É 

sabido que a ativação de dímeros de NF-κB leva à transcrição de genes envolvidos com 

a sobrevivência celular e previne a morte (Javelaud et al., 2002; Sato et al., 2014; Kuboki 

et al., 2015; Sun et al., 2017; Ahmad and Ahsan, 2020). Em SE já foi mostrado que a 

ativação de NF-κB promove a produção de MnSOD sinalizando para a sobrevivência 

celular (DJAVAHERI-MERGNY et al., 2004). Desta forma, uma vez que ocorre a inibição 

da via é de se esperar uma redução na viabilidade e um aumento na morte celular.  

Partindo deste ponto, testou-se a inibição de NF-κB in vitro na linhagem celular 

TC-32 por meio de três inibidores específicos DHMEQ, DTCM-g e SEMBL. Observou-se 

uma redução na viabilidade celular, aumento da morte, redução de células na fase G1 

do ciclo, sinergismo ou antagonismo com DXR, redução da migração, perda de 

integridade de células em modelo 3D e modulação da expressão gênica (como resumido 

na Tabela 8). 

 

Tabela 8.  Resumo dos resultados obtidos após inibição de NF-κB por DHMEQ, DTCM-g e 

SEMBL na linhagem TC-32. 

 DHMEQ DTCM-g SEMBL 

Viabilidade ↓ ↓ ↓ 

Morte celular ↑ ↑ ↑ 

Sinergismo com DXR + + - 

Ciclo Celular - - ↓ G1 

Migração ↓ ↓ ↓ 

Crescimento de esferoides ↓ ↓ ↓ 

Expressão de RELA - ↓ ↓ 

Expressão de RELB - ↓ ↓ 

Expressão de NFKB1 - ↓ ↓ 

Expressão de BAX ↓ ↓ ↓ 

Expressão de PLAU ↓ - - 

Expressão de MMP9 ↓ ↓ ↓ 

Translocação nuclear - ↓ ↓ 

Fonte: A autora. 
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A inibição de NF-κB pode levar à indução tanto de apoptose como de necrose e 

autofagia (DJAVAHERI-MERGNY et al., 2006; LUO, J. L.; KAMATA; KARIN, 2005). A 

expressão de uma forma mutante de IκB que impede a ativação de NF-κB, por exemplo, 

induz em SE um aumento na taxa apoptótica quando comparado com células com 

genótipo selvagem (JAVELAUD, D.; BESANÇON, 2001; JAVELAUD, Delphine et al., 2000a) 

e o mesmo ocorre em células tratadas com trióxido de arsênio, um inibidor não 

específico de NF-κB (MATHIEU; BESANÇON, 2006).  Além disso, também já foi relatado 

que a inibição de NF-κB com DHMEQ, DTCM-g e SEMBL em outros tipos tumorais induz 

o aumento de morte celular via apoptose e necrose, resultando em queda da viabilidade 

celular (BRASSESCO, M. S. et al., 2013; BRASSESCO, Maria S. et al., 2012; CANDIDO et 

al., 2020; SIDTHIPONG et al., 2017).  

Uma vez que ocorre o aumento da morte celular por apoptose, como no grupo de 

células expostas ao SEMBL, é de se esperar observar uma redução na expressão de 

genes anti-apoptóticos e um aumento na expressão de genes pró-apoptóticos 

(VERZELLA et al., 2020). Porém, foi observado uma redução na expressão de mRNA de 

BAX após a exposição aos 3 inibidores de NF-κB. De fato, o papel de p65 na apoptose é 

ambíguo uma vez que a translocação do mesmo para o núcleo leva ao acúmulo de BAX 

na mitocôndria desencadeando o processo de apoptose (KHANDELWAL et al., 2011), 

diferente do observado em alguns tipos tumorais, nos quais ao se inibir NF-κB se observa 

um aumento em BAX e um consequente aumento de morte celular (KATSMAN; 

UMEZAWA; BONAVIDA, 2007; LIONTAS; YEGER, 2004; SIMON-GABRIEL et al., 2018; SUN, 

L. et al., 2018). Desta forma, pode-se inferir que a indução de morte celular via inibição 

de NF-κB é independente da ativação de BAX, como já foi relatado por outros 

pesquisadores ao se inibir a via do NF-κB com o inibidor específico BAY-7082 e com 

DHMEQ (SATO et al., 2014a; WHITE; BURCHILL, 2008).   

A alteração no ciclo celular também pode acarretar em aumento de morte celular 

por apoptose e consequente redução da viabilidade. A desregulação do ciclo celular em 

câncer é de grande importância para o crescimento e a proliferação celular e, portanto, 

para a progressão tumoral, se tornando um alvo excelente para terapias (LESSNICK; 

KOWALEWSKI; RANDALL, 2011; MADDIKA et al., 2007). No presente trabalho, 

observamos que a inibição do NF-κB por SEMBL levou à uma alteração no ciclo celular, 

causando parada em G2/M. É justamente nesta fase do ciclo celular que ocorre a 
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verificação e possível reparação de erros no DNA ou indução de morte celular por 

apoptose (RATTANAPORNSOMPONG et al., 2021; WANG et al., 2016). O papel do NF-κB 

nesta fase de verificação provavelmente se deve pela sua relação com a proteína 

GADD45, uma das proteínas responsáveis pelo checkpoint da transição S para G2/M. 

Uma vez que esta proteína é ativa ocorre a inibição de Ciclina B que por sua vez é 

responsável por iniciar a fase G2/M. Desta forma, quando ocorre a inibição de NF-κB 

ocorre o acúmulo de GADD45 e a consequente parada do ciclo celular (CHEN, F.; 

CASTRANOVA; SHI, 2001; CHEN, Fei et al., 2001). Resultados similares já foram 

observados em outros tipos tumorais com inibição de NF-κB, como em gliomas 

(BRASSESCO, M. S. et al., 2013; FUKUSHIMA et al., 2012; ROBERTO et al., 2018; ZHAO et 

al., 2008), câncer de bexiga (PARK, C. et al., 2019), câncer de cólon (UEN et al., 2007) e 

câncer de próstata (KOZAKAI et al., 2012).  

Ao mesmo tempo, uma das formas de se potencializar os efeitos antiproliferativos, 

anti-sobrevivência e pró-apotóticos de compostos isolados é combiná-los com outras 

drogas, prática muito comum no tratamento oncológico (poliquimioterapia) (GILAD et 

al., 2021). Já foi demostrado que a ativação de NF-κB está envolvida com a resistência a 

fármacos uma vez que este regula a expressão do gene MRD1 (Multi Drug Resistence, 

também conhecido como ABCB1), gene que codifica a glicoproteína-g, uma bomba de 

efluxo responsável por expulsar para o meio extracelular substâncias nocivas para a 

célula (BENTIRES-ALJ et al., 2003; LIU et al., 2019). Pensando nisso, realizamos o estudo 

de combinação dos inibidores de NF-κB com Doxorubicina, uma droga de uso padrão no 

tratamento de SE, mas que apresenta efeitos colaterais indesejáveis (DOUEDI; CARSON., 

2022). Contudo, nem todas as combinações testadas apresentaram efeito sinérgico 

como observado na literatura para a combinação de DHMEQ ou DTCM-g com outros 

quimioterápicos (CELEGATO et al., 2014; LAMPIASI et al., 2012; RAMOS et al., 2018; 

SUZUKI et al., 2013), inclusive em um outro tipo de sarcoma ósseo, o OS (CASTRO-

GAMERO et al., 2012). Porém, em contraste aos estudos que mostram efeito sinérgico 

com a inibição de NF-κB e indo ao encontro de parte dos resultados expostos neste 

trabalho, em câncer de próstata foi mostrado que a inibição de NF-κB associada à drogas 

antimitóticas não leva à morte celular, e tal efeito é observado quando os antimitóticos 

são associados a ativadores da via do NF-κB (PARRONDO et al., 2010).  
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As principais combinações que apresentaram efeito antagônico foram as 

combinações com DHMEQ e DTCM-g após 72 h de exposição. Uma das possíveis 

explicações para este efeito antagônico e aumento da viabilidade celular (dados não 

mostrados) pode ser devido à meia vida das drogas. Com relação aos inibidores de NF-

κB não há estudos sobre a sua farmacocinética, porém é sabido que a meia vida da DXR 

em animais é de aproximadamente 20 h (RAHMAN et al., 1986). Desta forma nos 

tratamentos de 48 h e 72 h provavelmente não há mais efeito combinatório das drogas, 

havendo recuperação da viabilidade das células mais resistentes e consequente efeito 

antagônico. Além disso, quando se trata de ensaios de combinação de drogas, existem 

duas formas básicas de tratamento: o simultâneo e o sequencial, que podem influenciar 

no efeito. Dependendo do esquema de combinação, a interação de DHMEQ com outros 

quimioterápicos pode ter um efeito sinérgico maior que o outro, como mostrado por 

CASTRO-GAMERO et al. (2012) em OS.  

Estudos mostram que a inibição da via canônica do NF-κB por meio da inibição de 

p65, p52, c-Rel e IKKδ/NEMO induz uma melhora no efeito citotóxico da DXR, efeito não 

observado quando ocorre a inibição de um dos principais efetores da via não canônica, 

RelB. De forma similar ao observado no presente estudo, quando DXR foi associada à 

DTCM-g e SEMBL, capazes de inibir esta subundade, não se observou uma melhora no 

efeito citotóxico da DXR (BEDNARSKI; BALDWIN; KIM, 2009; TAPIA et al., 2007). Estes 

dois compostos também se mostraram capazes de inibir a expressão de NFKB1. É sabido 

que um dos possíveis mecanismos de ação da DXR é induzir estresse oxidativo e 

consequente morte celular via ativação de NFKB1, portanto, a redução na expressão 

deste gene causada por DTCM-g e SEMBL pode prejudicar o efeito citotóxico de DXR, 

levando à um efeito antagônico quando combinados simultaneamente como observado 

(THORN et al., 2011). Desta forma, a associação de DXR com inibição de NF-κB pode 

variar dependendo da subunidade alvo e dependendo do esquema de combinação 

utilizado. Portanto, são necessários estudos futuros que avaliem o efeito combinatório 

da inibição do NF-κB com DXR, podendo ilustrar melhor a relação entre os compostos e 

potencial uso terapêutico da inibição de NF-κB em combinação com quimioterápicos já 

utilizados para o tratamento de SE. 

Outro aspecto importante para a tumorigênese e que deve ser levado em 

consideração no tratamento oncológico é a capacidade dos quimioterápicos inibirem a 
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motilidade celular (BROWN et al., 2018; HANAHAN; WEINBERG, 2011; REDINI; 

HEYMANN, 2015). A ativação de NF-κB em câncer está relacionada com a transição 

epitélio-mesênquima (EMT), isso porque p65 especificamente se liga à região 

promotora de genes fundamentais para este processo como TWIST1, SLUG e SIP1 e além 

disso, quando a inativação de p65 é realizada tanto por siRNA como por DHMEQ 

observa-se uma redução na expressão dos marcadores mesenquimais SLUG, SIP1, 

TWIST1, MMP11 e CDH2 (codificante para N-caderina), e um aumento na expressão do 

marcador epitelial CDH1 (codificante para E-caderina), o que leva à inibição da 

motilidade celular e à redução de focos metastáticos no fígado (PIRES et al., 2017; 

SUZUKI et al., 2013). Desta forma, ao se inibir tanto a translocação nuclear como a 

transcrição de RELA/p65 de células TC-32 é de se esperar uma redução significativa na 

migração, como foi observado nos nossos resultados.  

A ativação de NF-κB também está correlacionada com a ação de 

metaloproteinases como MMP-2, MMP-9 e uma das suas proteínas reguladoras uPA 

(codificada pelo gene PLAU)  (HSIEH et al., 2014; LI, H.; CHEN, 2018; MOREAU; MOURAH; 

DOSQUET, 2011). A uPA é responsável por catalisar a conversão da pró-enzima 

plasminogênio em plasmina, que por sua vez é capaz de degradar direta ou 

indiretamente  a matriz extracelular (MOREAU; MOURAH; DOSQUET, 2011). Portanto, a 

inibição de NF-κB leva a uma regulação negativa de PLAU e MMP-9, como observado no 

presente estudo. 

Achados similares aos nossos também já foram observados em outros tipos 

tumorais. Em glioblastoma (GBM) e OS o tratamento in vitro com DHMEQ levou à uma 

redução significativa da migração e da invasão além de promover uma diminuição na 

expressão de uPA (PLAU) e de outros genes envolvidos com a motilidade como MMP2, 

MMP14 e TIMP2 (BRASSESCO, M. S. et al., 2013; CASTRO-GAMERO et al., 2012). Já o 

DTCM-g é capaz de inibir a migração e a invasão em GBM e câncer de bexiga, porém 

sem reduzir a expressão de PLAU (BRASSESCO, Maria S. et al., 2012; BRASSESCO, María 

Sol et al., 2013; ROBERTO et al., 2018). Já o SEMBL se mostrou eficaz ao reduzir a 

migração de células de câncer de ovário e reduzir da atividade de MMP-2 (SIDTHIPONG 

et al., 2017), indo ao encontro do observado na linhagem TC-32. 

Por outro lado, a inibição de NF-κB em alguns casos pode também levar à um 

aumento da migração e da invasão celular. Em câncer cervical, por exemplo, NFKB1 se 



 

 

85 DISCUSSÃO 

comporta como um supressor tumoral, ou seja, quando este gene sofre knockdown 

observa-se um aumento na proliferação, na migração e na invasão (YANG et al., 2018). 

Observamos que amostras de pacientes diagnosticados com SE possuem baixa 

expressão de NFKB1 e que as linhagens derivadas de SE são dependentes desse gene. 

Isso associado ao fato de que baixos níveis de NFKB1 se correlacionam com presença de 

metástase, podem indicar que este gene não está associado à migração e à invasão em 

SE. Esta ideia vai ao encontro do observado na expressão de PLAU após o tratamento 

com DTCM-g e SEMBL. Ambos os inibidores foram capazes de reduzir drasticamente os 

níveis de mRNA de NFKB1 e consequentemente não provocaram alteração na expressão 

de PLAU, gene importante para este processo celular. Por outro lado, o DHMEQ, que 

não foi capaz de reduzir os níveis de NFKB1 foi capaz de reduzir a expressão de PLAU. 

Com isso, pode-se inferir que cada subunidade possui um papel diferente durante a 

tumorigênese do SE.  

A maioria dos estudos que avaliam a função do NF-κB na tumorigênese de um 

modo geral utiliza modelos de estudos in vitro bidimensionais (2D), os quais possuem 

suas limitações uma vez que não mimetizam o microambiente e nem as interações 

célula-célula observadas in vivo (GAEBLER et al., 2017; REDINI; HEYMANN, 2015). Já foi 

mostrado que modelos tridimensionais (3D) apresentam maior expressão e localização 

nuclear de NF-κB do que modelos em monocamada, por exemplo (KOPP et al., 2018). 

Em SE, estudos já mostraram que células cultivadas em cultura 3D apresentaram 

resistência à doxorubicina quando compara à cultura 2D, como ocorre em casos de 

recidiva e metástase (LI, E. et al., 2013). Além disso, a expressão gênica dos marcadores 

moleculares CD99, queratina e SMA, além de alta expressão de vias como IGF-1R/mTOR 

em modelo 3D se assemelham mais ao tecido tumoral (GAEBLER et al., 2017). Portanto, 

a avaliação de novos quimioterápicos apenas em modelos 2D apresentam suas 

limitações, sendo necessária a avaliação em outros modelos in vitro, como os modelos 

3D.  

Uma das formas de avaliar o efeito de quimioterápicos em modelos 3D é por meio 

da quantificação do diâmetro e da esfericidade dos esferoides formados e expostos ao 

agente químico de interesse (PICCININI, 2015). Ao contrário do esperado, ao se inibir a 

via do NF-κB observou-se um aumento no diâmetro, o que poderia indicar um aumento 

do crescimento tumoral não corroborando com dados da literatura que mostram uma 
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ausência de efeito na viabilidade celular (UKAJI et al., 2017). Porém, observa-se que ao 

passo que aumenta o diâmetro, muda a morfologia aumentando a esfericidade, um 

parâmetro essencial para avaliar a integridade do esferoide. A alta expressão e ativação 

de NF-κB em esferoides já foi correlacionada com a manutenção da integridade por meio 

da regulação da expressão de ICAM1 e CTGF, relacionados com ancoragem, adesão e 

produção de matriz extracelular (ARNOTT et al., 2011; KOPP et al., 2018). Além disso, 

NF-κB é fundamental para a manutenção da viabilidade em condição de baixa adesão 

(como ocorre em cultivos 3D), prevenindo a morte por anoikis (HOUSE et al., 2018). 

Assim, a inibição da ativação de NF-κB por DHMEQ, DTCM-g e SEMBL em esferoides de 

SE deve desencadear uma desagregação e perda de viabilidade celular, causando a 

perda de integridade observada. 

Assim, considerando o exposto acima, pode-se dizer, de um modo geral, que a 

inibição de NF-κB por meio de DHMEQ, DTCM-g e SEMBL se mostra promissora no 

tratamento de SE. Porém, é importante destacar que cada um dos inibidores apresentou 

efeitos distintos, seja em intensidade ou em tipo de efeito (aumento, redução ou falta 

de efeito), sendo o mais eficiente dentre eles o SEMBL. De acordo com SIDTHIPONG et 

al. (2017), o principal mecanismo de ação deste inibidor é impedir a ligação de p65 ao 

DNA, sendo p65 a principal subunidade ativada na via canônica do NF-κB e uma das 

responsáveis por atuar em todos os hallmarks do câncer (PARK, M. H.; HONG, 2016; 

SIDTHIPONG et al., 2017; XIA, Y.; SHEN; VERMA, 2014). Também reportamos possíveis 

novos mecanismos de ação, como inibição da translocação nuclear de p65 e redução da 

expressão gênica de RELA, RELB e NFKB1. Assim, levando em consideração a ação 

multivalente deste inibidor, o fato de RELA e NFKB1 apresentarem uma grande 

relevância na tumorigênese de SE, como relatado nos dados in silico, e o fato do SEMBL 

ser mais estável que o DHMEQ (SIDTHIPONG et al., 2017), não é surpreendente que o 

SEMBL se mostre o mais eficaz.  

O DHMEQ por sua vez, se mostrou o segundo mais eficaz de acordo com os 

parâmetros analisados. Já foi reportado que este inibidor tem como principal 

mecanismo de ação inibir a translocação nuclear e a ligação ao DNA das subunidades 

p65, p50, RelB e Rel (FUKUSHIMA et al., 2012; KATSMAN; UMEZAWA; BONAVIDA, 2007). 

De forma, similar ao que ocorre com o SEMBL, o DHMEQ possui uma atuação ampla na 

via do NF-κB, favorecendo a sua utilização como quimioterápico. Porém, não se 
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observou uma redução de p65 no núcleo ou uma redução significativa na expressão de 

RELA, RELB e NFKB1, observou-se apenas um aumento no acúmulo de p65 no 

citoplasma. A pesar disso, seu efeito sobre a viabilidade, a morte, a migração, a 

esfericidade em modelo 3D e a expressão gênica das células TC-32 leva a supor que  

nestas células, o DHMEQ possa estar atuando através da inibição da ligação de p65 ao 

DNA, como já foi reportado em outros estudos (WATANABE et al., 2005a; YAMAMOTO 

et al., 2008).  

Por fim, o DTCM-g, que se mostrou menos eficaz em comparação aos demais 

inibidores, tem como mecanismo de ação reportado apenas a capacidade de diminuir a 

expressão proteica de RelB (KUBOKI et al., 2015), o que poderia explicar a baixa eficácia 

visto que RELB não aparenta ser muito relevante para a tumorigênese do SE segundo as 

análises in silico. Porém, é importante destacar que no presente estudo reportamos 

possíveis novos mecanismos de ação deste inibidor, como a capacidade de modular a 

expressão de NFKB1 e impedir a translocação nuclear de p65.  

Esta diferença no mecanismo de ação entre inibidores tem suas vantagens no seu 

uso como quimioterápico. Nos últimos anos notou-se que dentro de um mesmo tipo 

tumoral há uma grande heterogeneidade molecular, dificultando a utilização de um 

mesmo protocolo de tratamento para todos os casos de um determinado tipo tumoral 

(FISHER; PUSZTAI; SWANTON, 2013). Por outro lado, entender esta heterogeneidade 

permite estratificar, classificar e promover um tratamento personalizado. Em SE já foi 

relatado que dependendo do status da translocação EWSR1-FLI1 o tumor pode ser mais 

ou menos agressivo (FRANZETTI et al., 2017), o que também pode ser extrapolado para 

o NF-κB. Como mostrado nas análises in silico, cada subunidade apresenta uma 

importância diferente para a tumorigênese do SE. Desta forma, entender melhor o papel 

da via do NF-κB e o seu potencial como alvo terapêutico, como realizado no presente 

estudo, tem grande relevância para a comunidade científica e um grande potencial para 

melhorar a sobrevida e a qualidade de vida de pacientes acometidos por SE. 
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6. CONCLUSÕES 

A via do NF-κB de um modo geral se apresenta como um bom alvo terapêutico em 

Sarcoma de Ewing como observado nas análises in silico. A inibição de diferentes 

subunidades da via do NF-κB por meio DHMEQ, DTCM-g e SEMBL leva à uma redução 

na viabilidade e da motilidade celular, um aumento na morte celular, é capaz de alterar 

a dinâmica do ciclo celular e perturbar a integridade de esferoides em modelo 3D, além 

de ter potencial sinérgico com doxorubicina e alterar a expressão de genes alvos. Porém, 

houve uma diferença nos efeitos observados após a inibição entre os inibidores. O 

SEMBL se mostrou o mais eficaz em inibir a via do NF-κB, levando à resultados melhores 

nos ensaios funcionais realizados, provavelmente por conta do seu mecanismo de ação 

e/ou maior afinidade e estabilidade. Desta forma, são necessários mais estudos 

utilizando outros modelos para compreender melhor o papel da inibição de NF-κB como 

uma terapia alternativa ou adjuvante em SE. 
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APÊNDICE 

Padronização de ensaios funcionais não incluídos no corpo da dissertação 

Ensaio de clonogenicidade 

O ensaio de capacidade clonogênica avalia a competência de uma célula única 

para formar uma colônia (FRANKEN et al., 2006). Para isso, as células precisam ser 

plaqueadas em baixa confluência (geralmente de 300-500 células/poço em placa de 6 

poços) e após o tratamento espera-se cerca de 6 ciclos de divisão celular permitindo a 

formação de colônias. Foram realizados diversos testes com a linhagem TC-32 afim de 

padronizar o ensaio, porém não se obteve sucesso. A linhagem em questão não forma 

colônias, comportamento este já observado durante a expansão da linhagem. De acordo 

com FRANKEN et al. (2006), algumas linhagens celulares não são capazes de formar 

colônias, possuindo um baixo valor de PE (do inglês, Plating Efficiency), um parâmetro 

que define a eficiência da linhagem em formar colônias. Além disso, não existem estudos 

na literatura que testaram a capacidade da linhagem TC-32 de formar colônias. Desta 

forma, este resultado, mesmo não sendo o esperado, é de grande contribuição para a 

comunidade científica.  

 

Análise de ciclo celular com PI 

Para a análise do ciclo celular, o primeiro protocolo testado foi o baseado em 

BRASSESCO, M. S. et al. (2013), no qual após a exposição aos inibidores de NFκB as 

células são tripsinizadas, fixadas com etanol 70% e então incubadas com solução 

contendo 5 μg/ml de Iodeto de Propídio (PI), 50 μg/ml de RNAse e 0,2% de NP-40. A 

análise da emissão da fluorescência do PI e a consequente quantidade de DNA e a 

porcentagem de células em Sub-G1, G1, S e G2/M foi mensurada tanto no citômetro 

Guava Personal Cell Analysis system (Guava Technologies, Hayward, CA, USA) do 

Laboratório da Prof. Dra. Elza Sakamoto-Hojo como no citômetro BD FACSCanto™ II do 

Departamento de Imagens Médicas, Hematologia e Oncologia Clínica da FMRP-USP, sob 

a responsabilidade da Prof. Dr. Lorena Lobô Figueiredo e os dados obtidos analisados no 

programa FlowJo v10.8.1. Ao se analisar as amostras, notou-se que não era possível 

identificar de forma precisa as diferentes fases do ciclo celular, não havendo 

principalmente células na fase S. Por este motivo foi realizado um teste com o kit BD 
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Cycletest™ Plus DNA Kit para avaliar se o problema encontrado era das amostras ou do 

protocolo. Assim, so foi apresentado um único experimento sendo necessariia repetição 

para se atingir o n amostral mínimo.  

 

Ensaio de morte celular por ativação de caspase-3 

A avaliação de morte celular pode ser realizada de diversas formas uma vez que existem 

diferentes tipos de morte celular (HU et al., 2021). Um dos tipos de morte celular realizado no 

presente estudo foi a apoptose, por meio da quantificação da atividade de caspse-3. Para isso, 

foi utilizado o kit NucViewTM 488 caspase-3 detection in living cells (Biotium). A linhagem TC-32 

foi semeada em placas de 6 poços na concentração de 5x104 células/poço, deixadas aderir por 

24h, tratadas com os inibidores de NF-κB por 48h e então as recomendações do fabricante do 

kit foram seguidas. Resumidamente, as células tratadas foram incubadas em temperatura 

ambiente com 5μL de NucViewTM 488 caspase-3 substrate por 30 min. Após este período, as 

mesmas foram incubadas com DAPI (0,15 ug/mL) (Sigma-Aldrich) e analisadas em microscópio 

de epifluorescência. Porém, ao se repetir o experimento a análise por microscopia não pode ser 

realizada por não haver células suficientes por conta do aumento de debris celulares, além de 

não se observar marcação para caspase-3 nem no controle positivo (DXR 0.1 μg/ml). Duas 

modificações no protocolo foram testadas afim de resolver este problema. Primeiro, aumentou-

se o número de células plaqueadas para 5x105 e a forma de análise foi alterada para citometria 

ao invés de microscopia. Mesmo assim a análise foi prejudicada pelo excesso de possíveis debris 

e baixíssima marcação para caspase-3. Diante deste fato, hipotetizou-se que o elevado número 

de restos celulares e a baixa marcação para caspase-3 poderia ser uma consequência da indução 

de necrose pela inibição de NF-κB (IKEGAMI et al., 2018; LUO, J. L.; KAMATA; KARIN, 2005).  Por 

este motivo a análise de morte celular foi realizada por meio da marcação de células com 

Annexin V e 7aaD (BD Biosciences), como mostrado nos itens 3.5 e 4.2, permitindo 

assim, a distinção entre células apoptóticas e necróticas.  

     

Padronização de modelo 3D com metilcelulose  

Inicialmente, foi realizada a padronização de um protocolo de formação de 

esferoides diferente do apresentado anteriormente. O protocolo se baseava no trabalho 

de RIFFLE et al. (2017), no qual 5x104 células foram suspendidas em meio apropriado 

contendo 10% de soro fetal bovino e 0,05% de metilcelulose e semeadas em placa de 

96 poços revestidos previamente com agarose a 1%. Após 96h de incubação observava-
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se a formação de uma única esfera por poço com bordas bem definas (Figura 

Suplementar 1A). Com os esferoides formados a partir deste protocolo foi analisada a 

viabilidade celular, além de migração e invasão, como mostrado a seguir. Porém, após 

um tempo utilizando este protocolo de formação de esferoides, observou-se uma perda 

de capacidade da linhagem de formar esferoides únicos (Figura Suplementar 1B) e 

devido a este problema o protocolo de formação de esferoides foi substituído pelo 

apresentado no item 3.9. 

 

Figura Suplementar 1. Formação de esferoides em meio com metilcelulose. 

 

Fonte: A autora. 

Modelo 3D. A) Após 96 h de plaqueamento observou-se a formação de um único esferoide por 

poço. Porém, após algum tempo, não foi possível reproduzir o modelo, pois formava-se mais de 

um esferoide por poço (B). Imagens obtidas em microscópio invertido na objetiva de 20X. 

 

Teste de migração e invasão 3D     

Inicialmente pretendia-se avaliar a motilidade celular em modelo 3D além do 

modelo 2D (ensaio de wound healing) já apresentado. Para isso, foi utilizado o modelo 

de formação de esferoides formados com metilcelulose e baseou-se nos seguintes 

protocolos: VINCI et al. (2013) para a migração e SHOVAL et al. (2017) para a invasão. 

Com relação à migração, após a obtenção dos esferoides, os mesmos foram 

transferidos para placa de 96 poços convencionais, as quais permitem a adesão celular, 

e esperou-se 24h para a adesão dos esferoides para poder adicionar os inibidores de NF-

κB. Este foi um passo crítico para o experimento, pois ao se adicionar mais meio nos 

poços os esferoides descolam, inviabilizando a análise. Por este motivo e pelo fato de o 
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protocolo de formação dos esferoides ter sido alterado, a avaliação da migração 3D não 

foi realizada. 

Já com relação ao ensaio de invasão, testou-se o protocolo de invasão com 

insertos transwell revestidos com Matrigel™. Para isso, os esferoides foram transferidos 

para insertos transwell com meio sem SBF e com os inibidores de NF-κB ou DMSO, como 

controle. Na parte inferior do inserto foi adicionado meio de cultura com 10% de SBF. 

Após incubadas a 37˚C por 24h e 48h, as células que não invadiram foram removidas da 

parte superior do inserto com o uso de um swab. As células que invadiram foram fixadas 

com uso de metanol 100% por 15 minutos e coradas com uma solução de Giemsa (3%). 

Ao se analisar as membranas dos insertos, observou-se que nenhuma célula invadiu, 

nem mesmo no grupo controle. Por esta razão, o experimento necessita de 

padronização e, portanto, não foi incluído no trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 


