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out what’s right. Science is a self-correcting process.” 
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RESUMO 

 

O glioblastoma (GBM) — glioma grau IV OMS — é o tumor cerebral primário mais 

frequente em adultos, representando um grupo heterogêneo de neoplasias que 

estão entre os cânceres mais agressivos. Está associado com uma progressão 

clínica maligna, caracterizada pela invasão disseminada de todo o tecido cerebral e 

alta resistência a abordagens terapêuticas convencionais. O GBM tem uma 

patogênese muito complexa que envolve mutações e alterações de várias vias 

celulares que estão envolvidas na proliferação celular, sobrevivência, migração e 

angiogênese.  Neste contexto, os receptores tirosina quinase tem um papel 

fundamental. Por isso, neste trabalho investigamos os efeitos da inibição seletiva 

combinada do receptor tropomiosina quinase B (TrkB) e do receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR) na viabilidade celular de linhagens de GBM e em 

um modelo in vivo de GBM. Os inibidores seletivos de TrkB, ANA-12, e de EGFR, 

AG 1478, foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade em ambas as 

linhagens, mas um efeito sinérgico foi observado apenas nas células A172. 

Sugerimos que esses efeitos sejam mediados pela ativação de um G1/S checkpoint, 

resultando em uma parada no ciclo celular, em função dos danos induzidos na 

molécula de DNA. Da mesma forma, a atividade da proteína c-Myc foi interrompida 

de maneira crescente na linhagem tumoral A172 confirmando o envolvimento desse 

fator de transcrição na patogênese do GBM. Enquanto que os tratamentos 

promoveram redução do volume tumoral in vivo 15 e 31 dias após a inoculação 

subcutânea da linhagem celular U87. Esses resultados fornecem evidências de que 

o bloqueio combinado das funções dos receptores TrkB e EGFR pode se tornar um 

alvo atrativo no desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para o GBM. 

 

Palavras-chave: glioblastoma, receptores tirosina quinase, TrkB, terapia alvo, 

EGFR 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Glioblastoma (GBM) — WHO grade IV glioma — is the most common primary brain 

tumor in adults, representing a heterogeneous group of neoplasms that are among 

the most aggressive cancers. It is associated with malignant clinical progression, 

characterized by disseminated invasion of all brain tissue and high resistance to 

conventional therapeutic approaches. GBM has a very complex pathogenesis 

involving mutations and alterations of various cellular pathways that are involved in 

cell proliferation, survival, migration and angiogenesis. In this context, tyrosine kinase 

receptors have a key role. Therefore, in this work investigated the effects of 

combined selective inhibition of tropomyosin kinase B receptor (TrkB) and epidermal 

growth factor receptor (EGFR) on the viability of GBM cells and in vivo GBM model. 

Selective inhibitors of TrkB, ANA-12, and EGFR, AG 1478, were able to reduce 

significantly viability in both cell lines, but a synergistic effect was observed only in 

A172 cells. We suggest that these effects be mediated by the activation of a G1/S 

checkpoint, resulting in a cell cycle arrest, due to induced damage in the DNA 

molecule. Likewise, c-Myc protein activity was increasingly disrupted in the A172 cell 

tumor line, confirming the involvement of this transcription factor in GBM 

pathogenesis. The treatments promoted reduction of tumor volume in vivo 15 and 31 

days after subcutaneous inoculation of the U87 cell line. These results provide 

evidence that the combined blockade of TrkB and EGFR receptor functions may 

become an attractive target in the development of novel treatment strategies for 

GBM. 

 

Key words: glioblastoma, tyrosine kinase receptors, TrkB, target therapy, EGFR 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1. Tumores cerebrais: glioblastoma  

 

O câncer é caracterizado como uma doença multifatorial que envolve 

inúmeros mecanismos complexos e, além disso, está entre as principais causas de 

morte no mundo. Para o mundo economicamente em desenvolvimento, a incidência 

do câncer deve aumentar para cerca de 60% em relação aos novos casos. No 

Brasil, mais de 11 mil novos casos de tumores cerebrais ocorrerão em 2019, 

segundo dados do Instituto Nacional do Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA, 

2017). 

Gliomas são tumores primários do sistema nervoso central (SNC), que 

formam um grupo heterogêneo de neoplasias com vários tipos histológicos e graus 

de malignidade. (OSTROM et al, 2014). Entre os mais frequentes e agressivos 

diagnosticados estão os Gliomas Difusos, os quais possuem um elevado potencial 

maligno, caracterizado pela invasão generalizada de todo o tecido cerebral e alta 

resistência a abordagens terapêuticas convencionais (FURNARI et al., 2007; 

TAYLOR; FURNARI; CAVENEE, 2012). Os gliomas difusos são classificados pela 

OMS (Organização Mundial da Saúde) de acordo com suas características 

histopatológicas em astrocitário, oligodendroglial, ou misto (oligodendroglial-

astrocitário) juntamente com o grau de malignidade: II ( baixo grau), III (anaplásico) 

ou IV (glioblastoma) (PERRY; WESSELING, 2016). 

O mais comum e biologicamente agressivo destes é o Glioblastoma (GBM), e 

recebe grau IV, pois representa a máxima fase de evolução e é uma das 

malignidades humanas mais letais e desafiadores a serem tratados (SHERGALIS et 

al., 2018). Isso porque exibe características de proliferação celular descontrolada, 

propensão para a necrose, angiogênese robusta, intensa resistência à apoptose, e 

excessiva instabilidade genômica. Como refletido no seu antigo apelido de 

“multiforme” apresenta heterogeneidade intratumoral significativa no âmbito 

citopatológico, transcricional e genômico (SMITH; IRONSIDE, 2007; FURNARI et al., 

2007; AGNIHOTRI et al., 2013). 

São tumores que ocorrem, principalmente, nos hemisférios cerebrais, 95% 

destes são diagnosticados na região supratentorial, enquanto que raramente podem 
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ser encontrados no cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal (NAKADA et al., 

2011). O pico de incidência é uma idade média de 64 anos, mas pode estar presente 

em qualquer fase da vida, incluindo a infância (THAKKAR et al., 2014). E, 

considerando sua descrição e comportamento patológico, o prognóstico é bastante 

desfavorável em relação a sobrevida dos pacientes, aproximadamente, 12-15 

meses, mesmo com o uso de modalidades de tratamento intensivo (FURNARI et al., 

2007; TAYLOR; FURNARI; CAVENEE, 2012) 

 De fato, considerando sua complexa biologia e patogênese altamente letal, 

o tratamento do GBM requer uma abordagem multidisciplinar. A terapia padrão atual 

inclui ressecção cirúrgica segura máxima, seguida por radioterapia concomitante 

com a administração, via oral, de Temozolomida (TMZ) (Temodal®), um agente 

quimioterápico alquilante e, em seguida, quimioterapia adjuvante com TMZ (WEN; 

KESARI, 2008; KUMTHEKAR et al., 2014; DAVIS, 2016) 

  A ressecção cirúrgica extensa e completa do GBM é difícil, uma vez que  

esses tumores são frequentemente invasivos e na maioria das vezes, estão 

localizados em áreas importantes do cérebro, incluindo aquelas que controlam a 

fala, a função motora e os sentidos. Devido ao alto grau de invasividade, a retirada 

da massa tumoral primária não é curativa, e as células tumorais infiltrantes 

invariavelmente permanecem no tecido cerebral circundante, levando à progressão 

ou recorrência tardia da doença. 

 Assim, diante deste contexto, é essencial o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas para o tratamento deste tipo tumoral quem contemplem sua 

heterogeneidade. Avanços significativos no entendimento da patologia molecular do 

GBM e nas vias de sinalização celular associadas estão abrindo oportunidades para 

novas terapias em casos de doença recorrente, como também, para aquelas recém 

diagnosticadas (ROESLER et al., 2010; PERRY et al., 2012) 

 O desenvolvimento emergente de novas terapias, direcionadas a múltiplos 

alvos moleculares, como uma abordagem alternativa às convencionais parece ser 

uma opção promissora em GBM. 
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1.2. Novos alvos moleculares 

 

Vias de sinalização celular dinâmicas governam as células cancerígenas. 

Isso porque o desequilíbrio na expressão de proteínas, que constituem essas vias, 

pode permitir escapar da apoptose e proliferar, uma característica determinante para 

o desenvolvimento e progressão tumorais (SHERGALIS et al., 2018). 

 A busca de terapias-alvo para o tratamento de tumores cerebrais envolve 

uma melhor compreensão das vias moleculares subjacentes que conduzem à 

malignidade no glioblastoma. Identificando e caracterizando os componentes 

envolvidos nessa sinalizações torna possível a escolha de agentes moduladores 

como potenciais alvos terapêuticos, visando especificamente as células tumorais e o 

microambiente tumoral (TOUAT et al.,, 2017). 

 Entre as várias abordagens que estão sendo investigadas, as que incluem 

terapias voltadas para vias de regulação celular associadas a receptores tirosina-

quinase e inibidores de transdução desse sinal  apresentam  potenciais terapêuticos 

bem documentados por exemplos marcantes, como no caso do Trastuzumabe, 

Imatinibe, Bevacizumabe, Cetuximabe, Gefitinibe, e Erlotinibe (VIVANCO et al., 

2012; PEARSON; REGAD, 2017). 

 No entanto, até o momento, nenhuma terapia direcionada foi formalmente 

validada como eficaz em testes clínicos, e as respostas terapêuticas ainda são 

semelhantes àquelas documentadas com as terapias convencionais. A falta de 

conhecimento sobre fatores moleculares relevantes in vitro e in vivo combinada com 

a falta de bioatividade considerável das terapias dirigidas permanecem desafios 

significativos, sugerindo também, que a ênfase em um único alvo ou monomodal 

possa não representar a melhor abordagem terapêutica para o GBM, especialmente 

porque, sua alta complexidade, deve estar sendo desprezada. 

 Neste contexto, as neurotrofinas e os fatores de crescimento têm destaque 

especial, uma vez que podem ser uma promessa para o aperfeiçoamento dos 

tratamentos convencionais. 

 

1.2.1. Neurotrofinas 

 

 Neurônios são células especializadas que apresentam uma morfologia 

complexa e representam a unidade funcional do sistema nervoso. Durante o 
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desenvolvimento, as redes neurais são estabelecidas de forma altamente 

organizada, que persiste por toda a vida. O controle da vida e da morte de uma 

célula é um processo que se baseia em fatores de crescimento, citocinas, 

receptores, mecanismos de sinalização coordenados, e também em neurotrofinas, 

as quais desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento do sistema 

nervoso (COHEN-CORY et al, 2010). As decisões do destino da célula são 

essenciais para o desenvolvimento e funcionamento normal, bem como o 

desenvolvimento de estados de doença. O equilíbrio de sinalização dentro de um 

determinado tipo de célula determina este resultado (LYNN SNIDERHAN, 2008). 

 As neurotrofinas formam uma família de proteínas intimamente 

relacionadas, sendo o primeiro membro desta família identificado como Fator de 

Crescimento Neural ( NGF,  da sigla em inglês para  Neural  Growth  Factor), 

descoberto por Rita Levi-Montalcini na década de 1940 foi o pioneiro no campo da 

pesquisa de  fatores de crescimento. O NGF é o membro protótipo da pequena 

família de neurotrofinas, que inclui também o Fator  Neurotrófico Derivado do 

Cérebro (BDNF da sigla em inglês de brain derived neurotrophic factor), neurotrofina 

3 (NT-3) e a neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (KRÜTTGEN; SCHNEIDER; WEIS, 2006; 

MOLLOY; READ; GORMAN, 2011). 

  Elas exercem suas ações através da ligação à duas diferentes classes de 

receptores transmembrana: uma família de receptores tirosina-quinase (RTKs) 

chamado receptores de quinase relacionados à tropomiosina (tropomyosin related 

kinase, ou TrkA, TrkB e TrkC) onde ocorre uma ligação com as neurotrofinas de alta 

afinidade e especificidade. E ligação  ao receptor de comum às neurotrofinas p75NTR, 

ao contrário do que ocorrre com os Trks, a ligação é de baixa afinidade (KRÜTTGEN 

eta al, 2006), como demonstrado na Figura 1. Esse sistema dual permite a 

transdução de diferentes sinais e é responsável por permitir às neurotrofinas 

controlar aspectos que envolvem o desenvolvimento e função de neurônios em 

ambos os sistemas nervosos central e periférico incluindo funções estabelecidas na 

diferenciação neuronal, regulação do crescimento de neuritos, regulação sináptica e 

sobrevivência e morte celular (HUANG; REICHARDT, 2001); SKAPER, 2012; 

MEEKER; WILLIAMS, 2014). 
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Figura 1. Modelos de ativação dos receptores Trk e p75. A ligação da neurotrofina resulta na 
dimerização de cada receptor. Neurotrofinas ligam-se seletivamente a receptores específicos Trk, 
enquanto todas as neurotrofinas ligam- se a p75. Receptores Trk contêm domínios extracelulares de 
imunoglobulina G (IgG) para a ligação do ligante e uma sequência tirosina-quinase catalítica no 
domínio intracelular. Adaptado de CHAO, 2003. 

 

1.2.1.1. Sinalização celular associada a receptores de neurotrofinas 

  

 A sinalização mediada pelos receptores Trks ocorre através da 

dimerização do receptor e sua fosforilação nos resíduos de tirosina (domínio 

intracelular). A partir daí é desencadeada uma cascata de sinalização incluindo a 

ativação de vias intracelulares responsáveis por um efeito protetor nos neurônios 

(Figura 2). Uma via é a ativação da fosfolipase C gama (PLC) com o consequente 

aumento dos níveis intracelulares de cálcio e ativação das vias da PKC (proteína 

cinase C) que promovem a plasticidade sináptica (SARIOLA et al., 1994; 

REICHARDT, 2006).  Outra via inclui a ativação de proteínas como Shc que levam à 

ativação da RAS e, consequentemente, as vias da proteína quinase mitógeno-
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ativada (MAPK) e da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K). Essas vias são responsáveis, 

em muitas células, pela regulação dos fenômenos de neuritogênese e sobrevida 

(KAPLAN; MILLER, 2000). 

 Já as moléculas que participam do mecanismo de sinalização celular via 

receptor de baixa afinidade das neurotrofinas, o p75NTR, podem contribuir para a 

sobrevivência da célula, como é o caso da ativação da via NF-κB, crescimento de 

neuritos (regulando a atividade Rho) e a motilidade celular (IBÃNÉZ, 2002). Quando 

a ativação via Trk está reduzida ou ausente, os níveis de expressão elevados de p75 

pode levar as células susceptíveis à morte celular por apoptose através , por 

exemplo, da ativação de c-Jun N-terminal quinase (JNK) (YOON et al, 1998; 

FRIEDMAN, 2000).  

 Receptores Trks foram identificados pela primeira vez em 1986 como 

oncogenes presentes em um carcinoma de colo humano (MARTIN-ZANCA et al., 

1986). A partir de então, iniciou-se pesquisas sobre o envolvimento dos Trks em 

câncer. Entretanto, ao longo dos anos, a caracterização de neurotrofinas e seus 

receptores como moléculas comprometidas, não somente, com funções normais no 

SNC como desenvolvimento, sobrevivência neuronal e plasticidade sináptica, mas 

também o seu papel em processos patológicos, especialmente no câncer tem sido 

explorada. 

 Dada à importância que as neurotrofinas e os receptores Trks 

desempenham sobre a sobrevivência de muitos tipos de células diferentes, em 

ambas as configurações normais e patológicas, é essencial compreender o 

mecanismo subjacente pelo qual estas moléculas e seus receptores exercem seus 

efeitos em processos tumorais, principalmente naqueles de difícil tratamento, como 

o glioblastoma, na procura por novas abordagens pertinentes à gênese, à 

progressão e ao comportamento clínico dos desses tumores cerebrais. E assim, 

identificar novos e possíveis alvos terapêuticos para esse tipo agressivo de 

neoplasia.  
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Figura 2. Ilustração da sinalização celular associada a receptores de neurotrofinas. (NT 
=neurotrofinas, BDNF = fator neurotrófico derivado do cérebro, TRK = receptor tirosina quinase, 
GDNF = fator neurotrófico derivado da glia, PLC = fosfolipase C, RAS = proteínas Ras, GRB = fator 
de crescimento proteína ligada ao receptor 2, PIK3 = fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase, AKT = 
AKT serina/ treonina-proteína quinases,  PKC = proteína quinase C, CREB = proteína de ligação ao 
elemento de resposta ao AMPc). Adaptado de KASHYAP et al., 2018. 

 

 

1.2.1.2.  Neurotrofinas e Trk: papel no câncer cerebral 

 

 O fato de que os receptores de neurotrofinas e Trks desempenham um 

papel importante no desenvolvimento e progressão de cânceres humanos foi 

revelado na descoberta de muitas destas moléculas. Os receptores de neurotrofinas 

são expressos em muitos tipos de neoplasias  importantes, e em alguns casos, há 

evidências convincentes que as neurotrofinas desempenham um papel importante 

na biologia de células tumorais.  

 Devido aos seus esses efeitos sobre várias células do corpo, a 

contribuição destas proteínas na progressão tumoral, demonstrado por alguns 

estudos, não é surpreendente (BARNABÉ-HEIDER & MILLER, 2003; ROESLER et 

al., 2010). E sendo esse processo complexo, por envolver vários passos distintos, a 

sinalização de neurotrofinas, principalmente através dos Trks, foram identificadas 

como sendo importantes para o desenvolvimento e progressão de uma variedade de 

tipos tumorais (MATSUMOTO et al, 1995; OELMANN et al, 1995; DESCAMPS et al., 



20 
 

1998; WEERARATNA et al, 2000; RICCI et al, 2001; PEREZ-PINERA et al, 2007; 

STEPHAN et al, 2008).  

 As neurotrofinas, dependendo do tipo do tumor a que se relacionam, 

podem aumentar o crescimento tumoral, por exemplo, p75NTR em pacientes com 

melanoma; p75NTR e TrkA no câncer de mama ou suprimir esse crescimento, por 

exemplo, p75NTR no câncer de próstata e TrkC em meduloblastoma (KRÜTTGEN  

et al., 2006). Além disso, estudos sugerem que as neurotrofinas são importantes na 

progressão do tumor e que a via de BDNF/TrkB pode estar envolvida no 

crescimento, metástase e resistência às terapias em vários outros tipos de cânceres 

(DESMET; PEEPER, 2006; THIELE; LI; MCKEE, 2009). 

 De fato, das quatro neurotrofinas identificadas as ações do BDNF, em 

neurônios centrais, têm sido melhor caracterizadas. Evidências sugerem de que a 

via de BDNF/TrkB pode estar envolvida no crescimento, metástase e resistência às 

terapias em vários outros tipos de cânceres (DESMET; PEEPER, 2006; THIELE; LI; 

MCKEE, 2009). A superexpressão de TrkB foi detectada em vários cânceres 

humanos (THIELE; LI; MCKEE, 2009) incluindo neuroblastoma (MATSUMOTO et al, 

1995), meduloblastoma (THOMAZ et al., 2016), pâncreas (SCLABAS et al, 2005), 

cólon (BRUNETTO DE FARIAS et al., 2010; YU et al, 2010), estômago (ZHANG et 

al, 2008), mieloma múltiplo (PEARSE et al, 2005), sarcoma de Ewing (HEINEN et al., 

2016) e carcinoma oral (MORIWAKI et al., 2018). 

  Além disso, o TrkB foi descrito estar relacionado com a indução 

resistência ao anoikis em câncer cervical (YUAN et al., 2018) e associado com um 

pior prognóstico e fenótipo maligno em câncer de pulmão (KIMURA et al., 

2018).Têm sido relatado que a superexpressão de BDNF e seu receptor, TrkB, estão 

envolvidos com a indução da quimioresistência e facilitação da angiogênese em 

células de neuroblastoma (HUA et al., 2018; ASGHARZADEH et al.,2006; 

NAKAGAWARA et al., 1994). Além disso, a superexpressão de TrkB e seu 

comprometimento com a sobrevivência de células iniciadoras de tumores cerebrais 

tem sido descrito em GBM (LAWN et al., 2015). Estes dados sugerem que o 

bloqueio da sinalização mediada pelas neurotrofinas podem constituir um 

instrumento terapêutico valioso para o tratamento de tumores que dependem dessas 

proteínas para a sobrevivência e/ou progressão. 

 Por isso, a introdução de terapias envolvidas com a inibição de receptores 

tirosina quinase tem se tornado comum em muitos ensaios clínicos em andamento. 
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Ensaios clínicos de fase II, estão sendo realizados para avaliação da eficácia 

terapêutica de moléculas como LOXO-101 (Larotrectinib) e Entrectinib, com 

indicação para uma série de tumores sólidos, incluindo tumores primários cerebrais 

como glioblastoma. Essas móleculas são classificadas como inibidores seletivos dos 

receptores de quinase relacionados a tropomiosina (RTKs), juntos eles mostraram 

uma precoce promessa como terapia antineoplásica (LANGE; LO, 2018). Porém, os 

inibidores de RTKs são relativamente novos no desenvolvimento clínico, ou seja, 

muitas informações sobre eles ainda permanecem desconhecidas ou pouco 

elucidadas. 

  

1.2.1.3. ANA-12   

 
 O ANA-12 (N-[2 -[[(Hexa-hidro-2-oxo-1H-azepin-3-il) amino] - carbonil] fenil]-

benzo[b]tiofeno-2-carboxamida) liga-se seletivamente com alta potência ao TrkB, 

impedindo assim a ativação do receptor pelo BDNF. Cazorla e colaboradores (2011) 

utilizando, inicialmente, uma estrutura com base em uma triagem in silico, 

demonstraram, em um estudo envolvendo camundongos, a atividade ansiolítica e 

antidepressiva dessa molécula de baixo peso molecular. A porção benzeno 

identificada na sua estrutura confere a ela importantes propriedades farmacológicas 

e foi determinante para considerá-la seletiva para TrkB (Figura 3). ANA-12 é capaz 

de ligar-se na porção extracelular do receptor independentemente das alterações 

conformacionais desencadeadas pelo co-receptor p75 em TrkB (ver Figura 1). 

 

 

Figura 3. Estrutura da molécula ANA-12 (CAZORLA et al., 2011) 

 

 Considerando os mecanismos que levam a uma regulação positiva de TrkB 

e BDNF nas células tumorais, crescentes são os estudos in vitro e in vivo que 

relatam o potencial quimioterapêutico de ANA-12 em ambas as modalidades. Uma 
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vez que essa pequena molécula inibidora bloqueia seletivamente a atividade de 

tirosina-quinase do TrkB torna-se potencialmente uma candidata para o tratamento 

de doenças malignas dependentes de neurotrofina (SINKEVICIUS et al., 2014; 

THOMAZ et al., 2016; HEINEN et al., 2016; MORIWAKI et al., 2018). 

 

  1.2.2. Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico: EGFR 

 

O Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) também conhecido 

como HER1 ou ErbB1, é um receptor tirosina quinase transmembrana que pertence 

a superfamília ErbB de receptores. Esta é uma família composta por quatro 

receptores (ErbB 1-4 ou HER 1-4), sendo que o EGFR tem sido melhor 

caracterizado (ARTEAGA; ENGELMAN, 2014).  A estrutura de cada um dos 

membros compreende: uma grande região extracelular (composta por quatro 

domínios - I, II, III e IV), um único domínio transmembrana, uma região intracelular 

justamembrana, um domínio tirosina quinase e uma região reguladora C terminal 

como demonstrado na Figura 4 (FERGUSON, 2008). 

Os ligantes que regulam os receptores ErbB são fatores de crescimento da 

família do fator de crescimento epidérmico (EGF, sigla em inglês para epidermal 

growth factor) e podem ser classificados em dois grupos: agonistas EGF, que ativam 

EGFR e neuregulinas (NRG1-4), que ligam-se em ErbB3 e ErbB4. Os 

representantes do primeiro grupo são o EGF, o fator de crescimento transformante-α 

(TGF-α), o fator de crescimento semelhante ao EGF ligado à heparina (HB-EGF), a 

anfiregulina (AR), a epiregulina (EPR), a betacelulina (BTC). Destes, um subconjunto 

também pode ativar ErbB4 e são conhecidos como ligantes biespecíficos (HB-EGF, 

EPR e BTC) (FERGUSON, 2008). 

A ligação do ligante à região extracelular do EGFR de cadeia única promove 

uma reorganização importante dos domínios, além de mudanças conformacionais 

locais, que são necessárias para gerar um homo ou heterodímero, resultando na 

autofosforilação da porção citoplasmática do receptor através da sua atividade da 

tirosina quinase (CIARDELLO & TORTORA, 2008; SINGH; COFFEY, 2014). A 

autofosforilação desencadeia uma série de sinalizações intracelulares mediadas 

pelas vias da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K/ Akt) e da proteína quinase ativada 

por mitógeno (MAPK)/quinase regulada por sinal extracelular (ERK), entre outras, 

(YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001; HYNES ; LANE, 2005). 
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Figura 4. Representação esquemática da ativação do receptor EGFR induzido por EGF. A 
região extracelular de EGFR abrange os domínios I, II, III e IV; A seguir estão a região 
transmembrana (TM), o domínio intracelular de justamembrana (iJM), o domínio tirosina 
quinase (TK) e a cauda carboxi-terminal. Adaptado de SIGISMUND et al., 2018. 

 

 

Sob condições fisiológicas, as células recebem sinais determinantes para 

seus destinos, a partir dos tecidos circundantes, principalmente sob a forma desses 

fatores de crescimento. A integração destes sinais extracelulares está na base da 

homeostase tecidual (WITSCH; SELA; YARDEN, 2010). Atuando através dos seus 

receptores de superfície celular, os fatores de crescimento são necessários para 

comunicações célula-célula, indução de tecido embrionário, proliferação, 

sobrevivência, apoptose, especialização tecidual e migração (WIEDUWILT; 

MOASSER, 2008). 

O envolvimento desses fatores não se limitam a processos fisiológicos 

normais. As células cancerígenas adquirem a capacidade de proliferação autônoma 

desregulada, principalmente, através da produção descontrolada desses fatores de 

crescimento, ou através de um aumento da expressão anormal, nas membranas 

celulares, dos seus receptores. Ambos os processos desencadeiam uma série de 

sinais intracelulares, que em última análise levam à proliferação de células tumorais, 

indução de angiogênese, e metástase (SKOG et al., 2008; FURNARI  et al., 2015; 

AL-NEDAWI et al., 2016).  

 O EGFR está expresso em altos níveis em vários tipos de câncer como 

cabeça e pescoço, colorretal, próstata, rim, pâncreas, ovário e bexiga (MARTINELLI 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sigismund%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29124875
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et al., 2009). No câncer de pulmão, mama e no glioblastoma, o EGFR é um fator 

determinante da tumorigênese. A ativação inapropriada do EGFR é um resultado, 

principalmente, de amplicação e mutações pontuais no locus genômico, mas a 

regulação positiva da transcrição ou a superprodução de ligantes devido a 

mecanismos autócrinos/parácrinos também tem sido descrita  (SIGISMUND et al., 

2018). Diante desse fenômeno, o EGFR foi o primeiro receptor de fator de 

crescimento a ser proposto como alvo para terapia antitumoral (CIARDIELLO; 

TORTORA, 2008).  

 Entre os pacientes diagnosticados com glioblastoma, em torno de, 60% 

deles apresentam superexpressão e/ou mutação de EGFR (AN et al., 2018). A 

essas condições são associadas rearranjos que resultam em variantes de EGFR 

mutadas. A variante constitutivamente ativada EGFRvIII é uma característica 

importante e tem se tornado frequente nos processos envolvidos com a patogênese 

do GBM. Uma vez que, está relacionada a fenótipos mais agressivos, como 

invasividade e resistência terapêutica em GBM.  

As células que expressam essa variante são mais tumorigênicas, em 

camundongos, em comparação àquelas com EGFR do tipo selvagem. Em 

glioblastoma “cancer stem cells” a alta expressão de EGFRvIII está  relacionada com 

a iniciação e recorrência tumorais (SOEDA et al., 2008; BRENNAN et al., 2013; DEL 

VECCHIO et al., 2013; EMLET et al., 2014). A ativação das vias de sinalização e 

moléculas efetoras mediadas por EGFR e/ou EGFRvIII (Figura 5) promovem, juntas, 

a aptidão da grande maioria dos tumores. E, além disso, também estão 

frequentemente mutadas no GBM. 

Por isso, terapias específicas direciadas ao EGFR têm atraído muita atenção 

e estão sendo extensivamente avaliadas pré e clinicamente em GBM. Os inibidores 

tirosina quinase (TKIs), como o gefitinibe e o erlotinibe, aumentaram a sobrevivência 

livre de progressão em câncer de pulmão de não pequenas células, mas não se 

mostraram eficazes no GBM (LIANG et al., 2014). Anticorpos que ligam-se ao 

domínio extracelular do EGFR, como o cetuximabe, mostrou diminuição do 

crescimento tumoral e aumento da sobrevida em modelos de xenoenxerto em 

camundongos, mas, novamente, não demonstraram um benefício de sobrevida em 

pacientes ( ELLER et al., 2002). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sigismund%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29124875
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Figura 5. Via de sinalização mediada por EGFR/EGFRvIII. EGFR e EGFRvIII são 
capazes de transduzir sinais através vias clássicas de RTK incluindo a via 
RAS/RAF/MEK/ ERK, a via PI3K / AKT,  JAK / STAT e a  PKC (Adaptado de AN et 
al., 2018) 

 

Em uma abordagem atualizada sobre as terapias direcionadas à GBM, a 

Rindopepimut é uma EGFRvIII vacina peptídica que demonstrou sinais de atividade 

em modelos pré-clínicos de glioblastoma e testes clínicos em fases iniciais 

(SAMPSON et al., 2010; ADAMSON; BABU, 2012; SCHUSTER et al., 2015). 

Depatuxizumabe mafodotin (ABT 414), é um conjugado anticorpo-fármaco composto 

por um anticorpo monoclonal dirigido ao EGFR e seu desenvolvimento clínico está 

em andamento com estudos randomizados de fase II/III (TOUAT et al., 2017) 

Embora os estudos pré-clínicos tenham mostrado alguns resultados 

interessantes, ensaios clínicos têm consistentemente produzido benefícios limitados 

de sobrevivência, sugerindo a falta de eficácia dos agentes atualmente disponíveis. 
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Mais estudos devem ser conduzidos avaliando novos agentes ou combinações 

garantindo reavaliar o valor da inibição do EGFR em populações selecionadas 

 

 

1.2.2.1. Tyrphostin (AG 1478) 

 

 Atualmente, uma série de estratégias, destinadas a impedir a função do 

receptor do fator de crescimento epidérmico, estão sendo desenvolvidas como 

potenciais terapias antitumorais. O Tyrphostin AG 1478 (N- (3-Clorofenil) -6,7-

dimetoxi-4-quinazolinamina), ou somente, AG 1478 é uma pequena molécula que 

inibe a porção tirosina quinase de EGFR. Em função da sua ação competitiva pelo 

sítio de ligação do ATP, no domínio da quinase, é altamente potente e seletiva 

(ELLIS et al.,2006). 

 Características químicas importantes para a sua atividade contra o EGFR 

incluem: a presença de grupos doadores de elétrons nas posições 6 e 7 da 

quinazolina; a presença de pequenos grupos lipofílicos na posição 3 da anilina e por 

último a orientação dos nitrogênios no anel quinazolina (Figura 6)  (BRIDGES, 

1999). 

 AG1478 é ativo em câncer de cólon, câncer de pulmão de não pequenas 

células e em glioblastoma. Além disso, tem demonstrado efeitos antiproliferativos 

significativos e aumenta a sensibilidade a drogas citotóxicas como a cisplatina e 

doxorrubicina (LEI; MAYOTTE; LEVITT, 1999; PARTIK et al., 1999; NAGANE et al., 

1998). 

 A atividade antitumoral de AG 1478 já foi demonstrada por Johns e 

colaboradores (2003) em um estudo envolvendo diferentes linhagens tumorais 

juntamente com um modelo in vivo de glioblastoma. Huang e colaboradores (2007) 

inferiram que AG 1478 pode representar uma abordagem terapêutica para superar a 

quimiorresistência observada em pacientes com GBMs que expressam EGFRvIII. 

 Dessa forma, essa molécula fornece auxílio para identificar novos alvos 

terapêuticos em vias de sinalização envolvidas com a patofisiologia do GBM.  
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Figura 6. Estrutura da molécula AG 1478 (ELLIS et al., 2006) 

 

 

1.3. TrkB e EGFR 

 

 Como já descrito anteriormente o receptor de quinase relacionado a 

tropomiosina B (TrkB) medeia os efeitos do BDNF em células neuronais e não 

neuronais. Além disso, com base em estudos recentes, o TrkB também pode ser 

transativado pelo receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Este evento 

de transativação está envolvido com a regulação da migração de neurônios 

precoces e também, em uma condição patológica, no tumor de pulmão (GÖTZ; 

SENDTNER, 2014; PUEHRINGER et al, 2013). Além disso, de Farias e 

colaboradores (2012)  mostraram que o tratamento com cetuximabe em células de 

câncer de cólon humano em cultura in vitro está associado com uma redução na 

expressão tanto de BDNF quanto de TrkB, juntamente com outras evidências,  

inferindo que a sinalização BDNF/TrkB pode desempenhar um papel na resistência 

ao bloqueio  EGFR, e que a inibição de TrkB pode potencializar os efeitos 

antitumorais da terapia anti-EGFR. 

 A heterodimerização dos receptores ErbB2 e TrkB garante à células de 

câncer de mama uma vantagem de sobrevivência no cérebro (CHOY et al., 2017). 

Além disso, em  linhagens celulares de câncer de pulmão de não pequenas células 

o uso de TrkB como proteína alvo, tem sido relatado e reforçado por evidência pré-

clínica mostrando crosstalk entre este receptor e o EGFR, sugerindo uma nova 

abordagem para o tratamento em câncer de pulmão (GOMEZ et al., 2018). 

 Por outro lado, estudos envolvendo a sinalização de TrkB e a interação 

desta com o EGFR em glioblastoma humano ainda são poucos e inconclusivos, por 

isso a necessidade de se investigar em diferentes modalidades experimentais o 

possível envolvimento, em cooperação, dessas proteínas em glioblastoma. Uma vez 
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que ela fornece suporte para identificar estratégias para manipulação da proliferação 

dessas células pela utilização de agentes moduladores de diferentes componentes 

da sinalização celular e assim, o desenvolvimento de novas terapias antitumorais. 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos do bloqueio seletivo de TrkB e EGFR, isolados ou em combinação. 

2.2. Objetivos específicos 

- Avaliar o efeito do bloqueio seletivo de TrkB utilizando um pequena molécula 

inibidora, ANA-12, em uma linhagem celular de glioblastoma (Artigo 1). 

- Avaliar os efeitos do bloqueio seletivo de TrkB e EGFR, isolados ou em 

combinação, na viabilidade celular, ciclo celular e expressão proteica em linhagens 

celulares de glioblastoma e em um modelo in vivo de xenoenxerto de glioblastoma 

(Artigo 2). 

 

3.  ABORDAGEM METODOLÓGICA 

 

 Para realizar os primeiros dados apresentados (Artigo 1) utilizamos apenas 

uma linhagem tumoral de GBM (A172) para demonstrar que a inibição seletiva de 

TrkB poderia ser uma estratégia terapêutica eficaz no tratamento de pacientes com 

GBM, considerando sua capacidade robusta na redução na viabilidade celular 

quantificada pelo método de exclusão com azul de Tripan. Com nossos resultados 

iniciais fornecemos um comentário crítico sobre alguns aspectos do artigo publicado 

por Ni e colaboradores (2016). 

 Para avaliar o envolvimento de TrkB e EGFR, na manutenção da viabilidade 

de linhagens tumorais de GBM (A172 e U87), foram utilizadas duas pequenas 

moléculas inibidoras ANA-12 e AG 1478 (Artigo 2). Análises do efeito da inibição 

isolada ou combinada foram realizadas utilizando diferentes metodologias in vitro: 

avaliação da viabilidade celular, progressão do ciclo celular e avaliação da 

expressão proteica; e em in vivo em um modelo subcutâneo de GBM. 
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ARTIGO 2 

 

Pharmacologic inhibition of TrkB and EGFR decreases cell viability 

and delays tumor growth by downregulating the ERK pathway in 

glioblastoma 
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ABSTRACT  
 

Glioblastoma (GBM) is the most frequent primary malignant brain tumor diagnosed in 

adulthood., Considering the limitations of the current treatment modalities, more efficient 

therapeutic approaches for the treatment of GBM should be identified. These tumors 

frequently expressed deregulated signaling through the tyrosine kinase receptor B (TrkB) 

and epidermal growth factor receptor (EGFR). In the present study, we aimed to investigate 

the effects of the TrkB and EGFR inhibitors, ANA-12, and AG1478, respectively, alone or in 

combination in glioblastoma cell lines. The treatments significantly affected all the tumor cell 

lines studied although we found that synergism to occur in a cell-specific manner. G1 arrest in 

the cell cycle was associated with AG 1478, while few changes were observed in the other 

treatments. The mechanism of these effects has been investigated and a reduced activity of 

downstream signaling molecules such as ERK and c-Myc was interrupted with under 

inhibitors. We examined concomitantly the involvement in the tumorigenesis of inhibitors in 

xenograft mice glioblastoma model. Both treatment groups had a reduction in tumor size 

fifteen days after inoculation. Thus, small-molecules inhibitors of TrkB and EGFR, used in 

combination may be a therapeutic approach for the treatment of glioblastoma patients in the 

future. 

 

Keywords: glioblastoma,TrkB, EGFR, synergism, ERK, c-Myc 
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1. INTRODUCTION 

 

 Primary brain tumors are among the most feared malignancies and refer to a 

heterogeneous group of neoplasias arising from cells within the central nervous 

system. (LAPOINTE & BUTOWSKI, 2018; TSITSIA et al., 2017; ZHANG et al., 2017). 

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and malignant histological type, accounts 

for approximately 65% of all primary brain tumors and is highly aggressive, classified 

according to their histopathological and molecular features resulting in the 

assignment of grade IV , the highest grade in the World Health Organization (WHO) 

classification of brain tumors (WIRSCHING et al., 2016). Despite multimodality 

therapies including surgical resections, radiotherapy, and chemotherapy with the 

alkylating agent temozolomide (TMZ), a large fraction of patients still undergoes 

tumor recurrence and have an overall survival of 14–15 months (WEN & KESARI, 

2008; STUPP et al., 2009; JHANWAR-UNIYAL et al., 2015; OSTROM et al., 2017). 

 Even with advances in the current treatment options, for GBM, the outcomes 

remain quite poor and are required development of new treatment modalities that can 

improve prognosis and prolong patients survival (YAO et al., 2018; FROSINA, 2016). 

Then, a better understanding of tumor biology may yield strategies which could 

facilitate the search for more effective approaches or to improve the overall 

therapeutic ratio of conventional treatments (PERRY et al., 2012). Active targeted 

drug has emerged as a promising strategy for glioblastoma therapy, however highly 

bioactive and specific drugs remain the biggest challenges. A number of approaches 

are being investigated like therapies targeting tumor growth factor receptors and 

downstream pathways (TOUAT et al., 2017; XU et al., 2015). The discovery of small 

molecule inhibitors and early clinical analysis of several this compounds has yielded 

promising results for a variety of cancers (LANGE & LO, 2018). Furthermore, these 

molecules can act together concomitantly in more than one target resulting in a 

therapeutic perspective relevant. 

 The disruption of signal transduction in GBM occurs mainly through over-

expression or a gain-of-function mutation of tyrosine-kinase receptors. Neurotrophin 

tyrosine kinase receptors (TrkA, TrkB and TrkC), also named tropomyosin kinase 

(Trk) receptors, contribute to neuronal development, function, survival, and 

proliferation during the development and into adulthood (LANGE & LO 2018, 
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DRILON et al., 2017;  NAKAGAWARA, 2001). TrkB, activated by BDNF (brain-

derived neurotrophic factor), is also implicated in the activation of autocrine and 

paracrine signaling in tumor cells, facilitating angiogenesis and resistance to 

anticancer drugs (LUCARELLI et al., 1997). Trks are known to promote growth and 

proliferation of GBM cells. The overexpression of TrkB has been reported in GBM 

and was described to promote the growth and survival of brain tumor-initiating cells 

(LAWN et al., 2015). Another study suggests that TrkB-containing exomes can 

control GBM progression and aggressiveness (PINET et al., 2016). We also have 

provided evidence for a potential role of TrkB selective inhibition as a strategy to 

reduce cell viability in GBM cell line in vitro (PINHEIRO et al., 2017). 

 ,Epidermal growth factor receptor (EGFR) induces proliferation and/or has a 

trophic effect on multiple cell types, like TrkB, also play an essential role in the 

development and maintenance of normal tissues (HATANPAA et al., 2010; 

WIEDUWILT & MOASSER  2008). On the other hand, many studies and clinical trials 

have identified the EGFR as specific biomarker on glioblastoma (MAO et al., 2017; 

ARTEAGA & ENGELMAN, 2014). It contributes to uncontrolled cell proliferation, cell 

invasiveness, and angiogenesis in cancer suggesting a function in the pathogenesis 

of this neoplasia (AN et al., 2018; PEARSON & REGAD, 2017; KAPLAN et al., 2016; 

LO, 2010). Overall, about 60% of GBM patients presents genomic alteration affecting 

this pathway (AN et al., 2018; BRENNAN et al., 2013). Therefore, Targeting EGFR 

has been previously proposed as a promising targeted therapy for GBM (VIVANCO 

et al., 2012). However, monotherapy with EGFR inhibitors has been unsuccessful 

clinically in glioma patients and faces several issues resulting in redundant 

alternative signaling pathway activation or rapid adaptation  (WESTPHAL et al., 

2017). 

 Crosstalk between EGFR and TrkB have been proven to play an important 

role in regulating tumorigenesis in different types of cancer. TrkB activation by BDNF 

results in EGFR phosphorylation and activation in an EGF independent-manner 

(RADIN & PATEL, 2017). EGF-mediated transactivation of TrkB facilitates migration 

of lung cancer cells (GÖTZ & SENDTNER, 2014) and enhances proliferation and 

migration of ovarian cancer cells (QIU et al., 2006). We have previously 

demonstrated that combined inhibition of EGFR and TrkB can synergistically inhibit 

colon cancer cell proliferation (DE FARIAS et al., 2012). Additionally, activation of Trk 

receptors in GBM brain tumor-initiating cells can surpass the effects of 
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pharmacologic EGFR inhibition  (LAWN et al,. 2015). However, the effects of dual 

inhibition of TrkB and EGFR in GBM remain unexplored. 

 In the present study, we investigated whether combining targeted inhibition of 

EGFR and TrkB could enhance the antitumor efficacy of both single treatments in 

GBM cancer. The TrkB antagonist ANA-12 was combined with the EGFR inhibitor 

AG1478 in GBM cell lines in vitro and in vivo. Globally, our findings demonstrated 

that both single treatments promote inhibition of cell viability, changes in cell cycle 

features, decrease ERK activation and c-Myc protein content and delayed tumor 

growth in vivo. The combined inhibition of TrkB plus EGFR can induce synergistically 

more pronounced antitumor effects in A172 GBM cells in vitro when compared to 

either drug given alone. Taken together, both in vitro and in vivo analysis suggest 

that TrkB and EGFR play an important role in the sustained tumorigenesis of GBM 

cancer cells. 

 

2.  MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Cell culture  

 

Human GBM tumor cell lines A172 and U87 were obtained from American Type 

Culture Collection (Rockville, MD, USA)  and cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) low glucose  supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, 

Gibco® by Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Brazil), 1% 

penicillin/streptomycin and 0.1% fungizone® (250 mg/kg; Invitrogen Life 

Technologies, São Paulo, Brazil). Cells were maintained in a humidified atmosphere 

at 37°C and 5% CO2. 

 

 

2.2. Drug treatments  

 

Selective antagonists of TrkB (ANA-12) and EGFR (Tyrphostin AG 1478) were 

obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO). ANA-12 was diluted in dimethyl 

sulfoxide (DMSO) in a stock solution of 6140 µM and AG 1478 was diluted in ethanol 
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(EtOH) in a stock solution of 3167 µM. Other chemical reagents were obtained from 

qualified national and international suppliers. 

 

2.3. Determination of cytotoxicity— Trypan blue  

 

After confluence, A172 and U87 cells were trypsinized, placed in 96‐well plates at an 

initial density of 5.0 × 103 cells per well and after 24h the medium was replaced by 

increasing concentrations of ANA-12 (0, 1, 10, 20, 30 and 50 µM), AG- 1478 (0,1,5, 

10, 20 and 30 µM) and also combinations of both inhibitors for 24, 48 or 72 hours , 

while the control cells were maintained in DMSO or  EtOH when the treatments were 

used alone or a vehicle solution (DMSO plus EtOH) when the treatments were used 

in combination. In any of the situations the vehicles used did not exceed the 

concentration of 1% (v/v). The effect on cell cytotoxicity was evaluated using the 

trypan blue exclusion method in the Neubauer chamber (FARIAS, DE et al., 2012; 

THOMAZ et al., 2016). All assays were performed in triplicate and repeated in three 

independent sets. 

 

2.4. Cell cycle analysis 

 

To assess cell cycle, GBM cells were cultured in 12-well plates under the same 

conditions as described above and after 24h of exposure to treatments cells were 

detached, centrifuged and washed with PBS twice. After, the cells were resuspended 

in 50 μg/ml propidium iodide (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) in 0.1% Triton X-

100 in 0.1% sodium citrate solution and incubated on ice and protected from light for 

15 min. The cells were analyzed by flow cytometry (Attune® Applied Biosystems) 

and 20,000 events were collected per sample. Three individual experiments were 

performed. 

 

 

2.5.  Western Blot 

 

Protein lysates were collected, separated using 8–14% SDS Tris-glycine gels, and 

transferred onto a polyvinylidene difluoride membranes. Membranes were blocked 

with 5% fat-free milk or bovine serum albumin when appropriate and incubated with 
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antibodies against pERK (E-4 sc-7383, Santa Cruz, CA, USA), ERK1 (K-23, sc-94, 

Santa Cruz, CA, USA), c-MYC (D84C12 – Cell Signaling Technology,MA, USA) and 

β-actin (A2228, Sigma-Aldrich, MO, USA) used as loading control. Incubation for 1 h 

with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Santa 

Cruz) at RT was performed. Chemiluminescence was detected using ECL Western 

Blotting Substrate (Pierce™ ECL Thermo Fisher Scientific) and analyzed by 

ImageQuant LAS500 (GE Healthcare Life Sciences, UK). 

 

2.6.  Animals and tumor xenografts 

 

Athymic nude mice (nu-nu) (25-30g/6 to 8 weeks old) were obtained from the 

University Hospital Animal Research Facility (UEA, CPE-HCPA). Animals were 

housed four per cage in plastic cages with sawdust bedding and maintained on a 12 

h light/dark cycle at a room temperature of 22 ± 2°C. They were allowed ad 

libitum access to standardized pellet food and water. All experiments and procedures 

were approved by the Institutional Committee for Animal Care and Use (GPPG-

HCPA protocol no. 16-0098) and complied with Brazilian Law (Brazil, Law No. 

11.794, 2008; 2013), and conformed to the Laboratory Guide for the Care and Use of 

Animals (The National Academies Press, Eighth Edition, 2011). For the ex-vivo 

pharmacological inhibition, U87 cells were cultured in 75 cm2 or 175 cm2 culture 

flasks and treated with 13.85 µM of ANA-12, 13.26 µM of AG 1478 (alone or in 

combination) or vehicle (DMSO plus ethanol) for 24 hr and then 1x106 cells were 

injected subcutaneously into the right flank (6-8 mice per group). Measurements 

started at the first sign of the appearance of tumors, five days after tumor injection, 

when tumors reached approximately 40-75 mm3. The dimensions, length (L) and 

width (W), of the resulting tumors were determined every two days using a manual 

caliper, and the tumor volume (mm3) was calculated using the formula:  tumor 

volume = [length2 x width/2]. Furthermore, when tumors reached the endpoint (800-

1000 mm3) mice were euthanized and the tumor xenografts were measured and 

weighted. 
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2.7.  Statistical analysis 

 

All data were expressed as mean ± S.E.M. Values were analyzed using the 

GraphPad Prism software package, v. 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). The level of 

significance between different experimental groups was performed using analysis of 

variance (ANOVA) followed by appropriate post-hoc tests. Significant differences 

were p values below 0.05. A drug combination analysis was performed based on the 

50% inhibitory concentration (IC50) of the treatments. For calculation of IC50 data 

were fitted in a dose response curve (Graphpad Prism v. 5.0) using the equation 

Y=100/(1+10^((X-LogIC50))). The interaction between ANA-12 and AG-1478 was 

assessed by the combination index method (Cl) (CHOU; TALALAY, 1984). 

Synergism, addition and antagonism between drug combinations was defined as CI 

<0.9, CI = 0.9-1.1 and CI> 1.1, respectively. 

 

3. RESULTS 

 

3.1. Selective blocking of TrkB and EGFR decreased the viability of GBM cell 

lines 

To determine the effect of TrkB  and EGFR selective inhibition on cell viability, 

different GBM cell lines were treated with ANA-12  and AG 1478 alone or in 

combination and assessed by trypan blue exclusion method. Time course analysis 

showed that both single treatments decreased A172 and U87 cell viability when 

compared with control cells (P< 0.001). The effect was observed in A172 cells after 

48 hours of treatment with ANA-12 at 10 μM or AG1478 at 30 μM (Fig. 1A and 1B). 

U87 cells displayed similar effect after 24 hours of treatment with the dose of 10 μM 

of ANA-12 or AG1478 (Fig. 1F and 1G).  We also analyzed whether the reduction of 

cell viability with ANA-12 or AG1478 were dose-dependent. As depicted in figure 1 

(C, D, H and I) both treatments showed features of dose-dependent effect in A172 

and U87 cells. After time course and dose-response curves analysis, we defined 

proper doses and time to evaluate the effect of the combination (ANA-12 plus 

AG1478) in cell viability. When the two drugs were combined the inhibitory effect was 

more pronounced in A172 cells compared to either IC50-equivalent isolated drugs 

and in the combination of both drugs in higher doses (see figure 1E for detailed 



40 
 

results and P values for specific comparisons). In contrast, the combined treatments 

did not increase the effect of both single treatments in U87 cells, only when 

compared to the combination of high doses of the inhibitors (Fig.1J). 

 

3.2. Combined inhibition of TrkB and EGFR promotes pharmacologic 

synergism in A172 cells 

 

Next, for evaluating the drug interaction in GBM cell lines the IC50-values were 

calculated from the effects in the cytotoxicity and are shown in the table. ANA-12 

yield an IC50 values of 10.0 (7-14) μM and 13.85 (11-17) μM for A172 and U87 cells, 

respectively. IC50 values of AG1478 were 20.0 (16-21) μM for A172 cells and 13.26 

(11-16) μM for U87 cells (Fig. 2A). Pharmacologic interactions of a combined 

treatment of ANA-12 and AG1478 were investigated in the cytotoxicity of GBM cell 

lines and evaluated by Chou-Talalay method. Synergism, addition and antagonism 

between drug combinations was defined as CI <0.9, CI = 0.9-1.1 and CI> 1.1, 

respectively.  We observed synergy of the combined treatments only in the A172 

cells (CI= 0.75). However, in the U87 cells the inhibitors presented antagonism, since 

the combination index value was 2.2 (Fig. 2B). 

 

3.3. TrkB and EGFR inhibitors induce changes in cell cycle features of GBM 

cell lines 

 

The effects on the cell cycle were evaluated by flow cytometry after treatment with 

ANA-12, AG 1478 alone or in combination in GBM cell lines. As shown in Figure 3A 

the selective TrkB inhibitor induced a significant reduction in S phase, which starts at 

the dose of 10 μM and persists at a dose of 20 μM in A172 cells (P< 0.001 and P< 

0.0001, respectively). The reduction of S phase due to TrkB inhibition was also 

observed in U87 cells, but only at the dose of 50 μM when compared to the control 

group (P< 0.05, figure 3D). On the other hand, the treatment with  30 μM of AG 1478 

significantly increased the number of  A172 and U87 cells in G0/G1 phase when 

compared with the control cells (Fig. 3B and 3E - P< 0.01 and P< 0.05, respectively ).  

The combined treatment lead to an accumulation of cells in ell cycle distribution after 

combined treatment  lead to accumulation   of cells in the G0/G1 phase while 

reducing them in S (Fig. 3C - P< 0.05 and P<0.01). .The combined treatment did not 
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cause great changes in the cell cycle of U87 cells, just a small percentage of cells in 

Sub-G1 phase when compared with the control cells (Fig. 3F – P< 0.05). 

 

3.4.  Downregulation of ERK pathway after blocking TrkB and EGFR receptors 

 

Additional analysis by western blot were performed to investigate the effects of TrkB 

and EGFR inhibition in ERK signalingA172 and U87 cells were treated with 

concentrations correspondent to IC50 values of ANA-12, AG 1478 or a combination 

of both for 48 hours in U87 cells and 24 hours for A172 cells. When the A172 cells 

were treated with ANA-12 plus AG 1478 was observed an increase in protein levels 

of ERK, while phosphorylated extracellular-regulated kinase (pERK) appears to be 

slightly reduced in the same group. Similarly, the protein levels of c-Myc in treatment 

to ANA-12 in combination with AG 1478 were increased when compared with control 

or with each drug alone (Fig. 4A). We also determined the levels of  the same 

proteins for U87 cells after blocking TrkB and/or EGFR. The expression of ERK 

signaling pathway, including total  expression  and  phosphorylation  were  

decreased after treatment with ANA-12 and AG 1478, alone or in combination when 

compared to the control. However, only treatments with AG 1478 or the combination 

was able to inhibit the expression of c-Myc when compared to the control (Fig. 4B. 

These findings, even preliminary ones, may indicate that the effects of the 

combination of drugs, observed on cytotoxicity, synergism for A172 and antagonism 

for U87 may explain the different effects on the protein levels of these cell lines. 

 

3.5. Long-term effects of TrkB and EGFR inhibition in GBM xenograft mouse 

model 

 

To explore the roles of ANA-12 and AG 1478 alone or in combination, during 

tumorigenesis, we  used a preclinical xenotopic model for GBM. U87 cell line was 

treated with ANA-12, AG 1478, ANA-12 plus AG 1478 or control, after 24 hours the 

animals were randomized and treated U87 cells were injected subcutaneously. 

Xenografts tumors were measured every two days. Figure 5B demonstrates tumor 

volume size vs. days, plotted as the mean +/- standard error of the mean (SEM), the 

effect of the overall treatmens t is similar between groups when compared to the 

control. The tumor size is significantly different in day 15 in all treatments when 
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compared with the control, while in day 30, in the group with cells treated with AG 

1478 there was no reduction in tumor size as the other groups. On any of the days 

there  was no difference between groups that received cells treated with single drugs  

when compared to group that received cells with combination therapy (Fig. 5C). 

When tumors reached 800-100 mm3 the mice were euthanized, and the tumors were 

excised, and weight and volume were determined. Figure 5D shows that there is a 

tendency for tumor volume ex vivo be significantly different in the groups when 

compared to the control. Therefore, there were no statistically significant differences 

when the treatment groups were compared with one another for two parameters 

(weight and volume ex vivo). 

 

4. DISCUSSION 

 

 GBM is the most frequent primary malignant brain tumor diagnosed in adults 

(KHASARAW et al., 2012; OHGAKI & KEIHUES 2007; SHIRAHATA, 2009). Despite 

the greater understanding of the mechanisms involved with the molecular regulation 

of GBM and consequently the processes that involve tumor genesis, development 

and progression, most efforts have not achieved long-term remissions in clinical 

trials, even though some of them are promising in animal models, making treatment 

options still limited ( HE et al., 2016) 

 Our data demonstrated that ANA-12, a tropomyosin kinase receptor B (TrkB) 

selective ligand that prevents activation of the receptor by brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF) with a high potency (CAZORLA et al., 2015), decreased dose-

dependently the viability in both human GBM cell lines. Even preliminaries, these 

results support the increasing interest in the TrkB and its recognized role in cancer 

signaling (THIELE & MCKEE, 2009; ROESLER et al., 2011). 

 BDNF-TrkB signal transduction has been demonstrated is associated with 

cell proliferation, differentiation, survival, invasion facilitating angiogenesis and 

resistance to anticancer drugs in various types of malignancies like breast, small cell 

lung cancer, oral squamous cell carcinoma and cervical cancer (MORIWAKI et al., 

2018; KIMURA et al., 2018; YUAN et al., 2018; CHOY et al., 2017; LUCARELLI et 

al., 1997).  

 This role of TrkB also was identified in CNS (central nervous system) 

neoplasias as neuroblastoma, medulloblastoma and  GBM (JIANG et al., 2018; HUA 
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et al., 2018; THOMAZ et al., 2016). Xiong and colleagues (2015) investigated the 

expression of expression of BDNF and TrkB in human glioma tissues and a 

correlation between at various grades of malignancy was demonstrated. Mature 

BDNF expression was significantly increased in high-grade gliomas (also named 

GBM) and was positively correlated with the malignancy of the tumor and TrkB 

receptor expression (XIONG et al., 2015).  

 Similarly, Pinet and colleagues (2016) demonstrated that TrkB expression 

was detected in exosomes isolated from plasma of GBM patients. Therefore, based 

on these data that  shows a correlation of BDNF/TrkB with prognosis and tumor 

aggressiveness, in multiple tumors, this pathway is emerging as an important target 

for cancer therapeutics (LANGE & LO, 2018). 

 The GBM (A172 and U87) cells also exhibited a reduction in the viability 

after treatment with AG 1478, a selective inhibitor of epidermal growth factor receptor 

(EGFR) protein that shares the same structural quinazoline main chain that the 

clinically used drugs gefitinib and erlotinib, whereas have different properties  (ELLIS 

et al., 2006). The role of EGFR in oncogenesis has been extensively demonstrated 

and as opposed to TrkB was the first growth factor receptor to be proposed as a 

target for cancer therapy. Since those are marked by functional activation of growth 

factors and receptors of the EGFR family (CIARDELLO & TORTORA, 2008). 

 Considering all types of tumors, the implication of EGFR signaling network in 

the development, physiology, progression and maintenance tumoral is a particularly 

striking feature of GBM (BRENNAN et al., 2013). This is the result of significant 

dysregulation of EGFR in GBM characterized by its cell-surface overexpression often 

associated gene amplification and/or mutation (HATANPAA et al., 2010). So, the 

current study corrroborates with others studies that regarding specific inhibitors 

against EGFR and, consequently, its signaling pathway as an important target for 

pharmacological intervention in GBM (TAYLOR et al., 2012; CARRASCO-GARCÍA et 

al., 2011; MARTINELLI et al., 2009; JIMENO & HIDALGO, 2006). 

 Taken together, these data led us to investigate the effect after dual 

blockade of TrkB and EGFR in the GMB cell lines. In the other words, if a drug 

combination would be more effective in reducing cell viability when compared to 

treatments alone. Once, the clinical experience has been that many GBM patients do 

not respond to these target therapies and those that do eventually show progression 

(COHEN et al., 2009). Besides, in translational terms, malignant gliomas are able to 
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escape the need for receptor function by activating alternative compensatory 

pathways when challenged with receptor-targeted therapeutics (MELLINGHOFF et 

al., 2005). 

 There was a significant increase  in cytotoxicity after the combined treatment 

of ANA-12 plus AG 1478 all the tumor cell lines tested, however it is notable that a 

synergistic effect was observed only in A172 cells. Then, this phenomena is cell-line 

specific and we hypothesized that the implication of these results is that combination 

therapy would be effective in a select group of patients with GBM.  

 Molecular-targeted agents used in combination therapy for cancer is 

constantly under investigation and our result representing a possible problem for the 

clinical use of target drugs developed for coadministration  (GOMEZ et al., 2018; 

CHANG et al., 2017; CHOY et al., 2017; ZHAO et al., 2016; LAWN et al., 2015; LI et 

al., 2014; QIU et al., 2006). It is imperative to develop novel strategies and to identify 

a more effective therapeutic approaches take into consideration the biological 

heterogeneity in GBM. An immunohistochemical study published by Torp and 

colleagues (2007) had already demonstrated differences in the EGFR protein levels 

of expression in GBM tissue. According to the results to assess the effectiveness of a 

therapeutic agent can be necessary for  detecting the different systems in tumor 

tissue. 

 To understand the mechanism by ANA-12 or/ and AG 1478 decreased cell 

viability, tests were performed to evaluate the cell cycle in A172 and U87 cells. 

Interestingly, however, current results have shown that in A172 cells there was the 

reduction of cells in the S phase of the cell cycle while increasing cells in the same 

phase in U87 cells after treatment with ANA-12.  

 These results showing it is possible that this drug modulates cell lines by 

different points whereas in A172 cells decreased the percentage of these cells in the 

S phase of the cell cycle, while it seems increasing the cells in G0/G1 (non-significant 

data). In U87 cells, probably that like the DNA damage accumulates to a level at 

which DNA replication is slowed and S-phase arrest is induced to allow for repair at 

this point, by the intra-S phase checkpoint, however additional studies investigating 

this effects will be needed for a more understanding of the underlying mechanisms 

(HEBAR et al., 2012; BARTEK et al., 2004). 

 AG 1478 was able to inhibit the progression of the cell cycle in both cell 

lines, increasing the percentage of these cells in the G0–G1 phase, causing a G1 
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arrest in the cell cycle, after exposure to the highest inhibitor dose. This result 

corroborates data obtained by Carrasco-García and colleagues (2011). In a study 

involving GBM cell lines undergo a G1 arrest in response to AG1478 was mediated 

by p27kip1, a  cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI), which often mutate into 

cancer cells, leading to uncontrolled proliferation (KIM & ZHAO, 2005). 

 The effects in the cell cycle induced by combination therapy in A172 cells 

increased of cells in the G0/G1 phase, while decreasing cells in the S phase, to 

inhibit the progression of the cell cycle. A small population in sub-G1 phase was 

evidenced after treatment, only higher doses combination, of ANA-12 with AG 1478, 

this accumulation of cells can indicate involvement with apoptosis (CHOU et al., 

2015). In fact, this data taken together remain controversial, so is currently under 

investigation, and some points need to be reviewed for explaining low ineffectiveness 

or differences on cell cycle analysis. 

 The involvement of the extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway 

will also be investigated. This pathway signaling is often up-regulated in human 

tumors and as such represents an attractive target for the development of anticancer 

drugs (BUROTTO et al., 2014; MONTAGUT & SETTLEMAN, 2009; MCCUBREY et 

al., 2007). 

 We demonstrated by western blot analyses that alone treatments with ANA-

12 or AG 1478 were able to reduce phosphorylation of downstream ERK signaling in 

both cell lines of GBM. Whereas that this effect was more efficient after combination 

exposure only in A172 cells. There are studies in other diseases suggesting crosstalk 

between the TrkB and EGFR receptors (QIU et al., 2006). It is possible that in A172 

cells TrkB or EGFR is a resistance/escape mechanism each other through 

downstream effects, such that the combination of these two agents is superior to a 

TrkB or EGFR inhibitor alone. Or, TrkB and EGFR could be expressed preferentially 

in the same cells and in specific cell lines, thus leading to selective synergy in these 

cells. 

 In addition, we observed a reduction in the levels of c-Myc protein. Similarly 

to occur with ERK signaling, this decrease was occurred gradually after treatments in 

A172 cells, reaching its maximum in the cells under treatment with ANA-12 plus AG 

1478. While in the U87 cells only blocking of EGFR it seems have caused a 

reduction in the c-Myc levels. The c-Myc oncoprotein has been extensively studied 

for its instrumental role in proliferation and growth of normal and neoplastic cells. c-

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383509000548?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383509000548?via%3Dihub#!
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Myc is required for maintenance and contribute to glioma cancer cell biology (WANG  

et al., 2017; WANG et al., 2008). C-myc proto-oncogene expression has been found 

to correlate with the grade of malignancy in the same pathology (ANNIBALI et al., 

2014; HERMS et al., 1999). Our data may imply that of c-Myc inhibition followed TrkB 

and EGFR may explain a decrease in cell viability and suggests that this pathway 

may be a suitable target for therapeutic intervention in brain tumors like GBM. 

 We next examined the tumorigenic effect of selective inhibitors in U87 GBM 

cells in vivo model. The first step was to treat the cells for 24 hours and after to 

randomize the animals for inoculation with cells exposed to vehicle, ANA-12, AG 

1478 or a combination the both. Treatments appear to affect tumor growth during 

every the evaluation period, but interestingly only fifteen days after the inoculation 

there was a significant reduction in tumor volume when groups were compared to 

vehicle. These results may suggest that a short treatment was unable to be 

maintained over time interruption in the signaling pathways and therefore, resulting in 

recovering of cell proliferation and consequent increase in tumor volume. On other 

hand exciting results also use preclinical GBM models involving a combination of 

inhibitors  has been reported, however this studies follow a protocol with repeated 

administrations these drugs and used an intraperitoneal route for this. We can 

presume that was had may be determinant for unsuccessful of therapy under 

investigation in our study (Wu et al., 2016; NITTA et al., 2016; EL MESKINI et al., 

2015; GOLUBOVSKAYA et al., 2012). In the same time, our objectives with this 

model were to understand of mechanisms involved in the tumorigenesis and 

maintenance of GBM, for this the animals a long-term evaluation was performed. 

 In conclusion, our results demonstrate that the decrease in viability of GBM 

cells may be is associated with ERK and c-Myc signaling pathways. So, a combining 

use of molecules targeting against TrkB and EGFR may significantly improve the 

therapeutic outcome in GBM.  
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Figure 1. Effect of TrkB and EGFR inhibition alone or in combination on  cell 

viability of glioblastoma. Time course and dose–response curves after treatment 

with ANA-12 (1-50 µM) or AG 1478 (1-30 µM) in A172 and U87 cells. Four wells were 

assigned to each experimental treatment. Experiments were repeated three times, 

data are presented as means ± SEM. **P<0.01 and ***P<0.001 compared with the 

control group, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test (A-B-F-G). **P<0.01 and 

***P<0.001 compared with the control group, one-way ANOVA followed by Dunnett’s 

test (C-D-H-I). Dose-response curves after treatment with ANA-12 plus AG 1478 in 
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A172 and U87 cells. Four wells were assigned to each experimental treatment. 

Experiments were repeated three times, data are presented as means ± SEM. 

***P<0.001 compared with the control group, ###P<0.001 and #P<0.05 compared with 

the ANA-12 group, +++P<0.001 and ++P<0.01 compared with the AG 1478 group, one-

way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test (E-J).  

 

A 

Table 1. IC values of ANA-12 and AG 1478, alone or in combination for glioblastoma 

cell lines. 

 

Data are expressed with their respective 95% confidence intervals. 

 

B 

  

Figure 2. Synergistic effect of TrkB and EGFR inhibition in A172 GBM cells. 

Both cell lines were treated with varying concentrations of ANA-12 or/and AG 1478, 

their growth was inhibited in a dose-dependent manner, although with different 

efficacy. The IC50-values were calculated from the dose-response curves after 

different times of treatment (48 hours for A172 and 24 hours for U87 cells)  and 

expressed with their respective 95% confidence intervals and summarized in table 

(A). The CI (combination index) was determined by the method of Chou-Talalay for 

A172 and U87, respectively. Data are presented as means ± SEM (B). 
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Figure 3. Effect of TrkB and EGRF inhibition alone or in combination on the cell 

cycle of GBM cell lines. Cells were exposed to ANA-12 , AG 1478 or ANA-12 plus 

AG 1478 for 24h, and subsequently the percentage of cells in G0/G1, S and G2/M of 

the cell cycle was evaluated. Two wells were assigned to each treatment and the 

experiments were repeated at least three times. Data are presented as mean ± SEM 

of the% cells in each phase. *P <0.05; **P <0.01; ***P<0.001 and ****P<0.0001 

compared to the DMSO, ethanol or vehicle group, one-way ANOVA followed by the 

Dunnett test (A and B). 
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Figure 4. Blocking of TrkB and EGFR induces  downregulation of the ERK 

signaling pathway. Western blot analysis  of ERK1, pERK and c-Myc in protein 

lysates prepared from A172 (A) or U87 cells (B). Cells were treated with ANA-12, AG 

1478 or ANA-12 plus AG 1478 for the indicated time.  The immunoblots are 

representative of one independent experiment with β-actin serving as a protein 

loading control. 
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Figure 5. Pharmacological inhibition of TrkB or EGFR receptors in an in vivo 

GBM model. U87 cells were previously treated in vitro for 24 hours with ANA-12 

(13,85 μM), AG-1478 (13,26 μM) or ANA-12 plus AG-1478, and then  injected into 

the flanks of Nude mice randomly segregated into 4 cohorts (6-7 mice per group) as 

shown in the schematic drawing. Tumor volume measurements were performed from 

the day 3. Tumors were excised when reached approximately 800-1000 mm3 

(A).Tumor growth curve is shown on time points of 15, 31 and 45 days (B). Ex vivo 

tumor weight (left panel) and volume (right panel) measured after excision (C). Data 
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are expressed as mean ± SEM (*P<0.05; **P<0.01). Statistical analysis  was 

performed using one way ANOVA with Tukey’s post-hoc test.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 Glioblastoma (GBM) é o mais freqüente tumor cerebral maligno primário 

diagnosticado em adultos. E apesar da maior compreensão dos mecanismos 

envolvidos com a regulação molecular do GBM e consequentemente sobre os 

processos que envolvem a gênese, desenvolvimento e progressão tumoral, muitas 

terapias alvo-específicas não têm atingido as expectativas esperadas e o 

prognóstico desta neoplasia ainda permanece desfavorável (KHASRAW; LASSMAN, 

2010; OHGAKI; KLEIHUES, 2007; SHIRAHATA et al., 2009). Mesmo assim, entre 

todas essas tentativas, uma conclusão evidente é que monoterapias resultam em 

efeitos discretos que pouco contribuem para a sobrevida dos pacientes (PERRY et 

al., 2012). Dessa forma, a busca por abordagens terapêuticas mais eficazes para o 

tratamento de glioblastoma é imprescindível. Além disso, encontrar alternativas por 

meio da utilização de protocolos constituídos por terapias alvo-específicas com 

diferentes mecanismos parece ser uma investida viável na busca por novas 

estratégias de tratamento. 

 As neurotrofinas são caracterizadas como um grupo de proteínas as quais 

estão envolvidas com diversos processos em neurogênese, tais como a 

sobrevivência neuronal, crescimento e diferenciação dependendo do contexto 

celular (CHAO, 2003; REICHARDT, 2006). E esses efeitos são exercidos, 

principalmente, mediante a ligação dessas moléculas aos seus receptores Trks. 

Crescentes são os estudos demonstrando o envolvimento das neurotrofinas em 

configurações patológicas incluindo o câncer. Assim como ocorre com muitos outros 

fatores de crescimento, uma desregulação na transdução de sinal da neurotrofina 

(sinalização neurotrofina/Trk) é encontrada em vários tumores onde eles podem 

acompanhar ou contribuir para a transformação maligna (STEPHAN et al, 2008; 

THIELE; LI; MCKEE, 2009; RICCI et al., 2001; XIONG et al., 2015; HUA et al., 2016). 

 A contribuição do sistema de sinalização via BDNF/TrkB na proliferação e 

sobrevivência de células tumorais têm sido demonstrado (HUANG; REICHARDT,  

2001; LAM et al., 2011; PEARSE et al., 2005; THIELE; LI; MCKEE, 2009). Estudos 

prévios demonstram que TrkB frequentemente exibe uma expressão acentuada em 

tumores altamente invasivos e é um regulador chave da malignidade do tumor 
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(ASSIMAKOPOULOU et al., 2007; HAAPASALO, A. et al., 1999; HAAPASALO, et 

al., 2002). Evidências crescentes mostram que a superexpressão de BDNF está 

presente numa série de tumores, incluindo tumores do SNC, e sua expressão 

também pode estar correlacionada com um pior prognóstico em vários tipos de 

cânceres que expressam TrkB (ARTICO et al., 2009; ASGHARZADEH et al., 2006; 

EDSJÖ et al., 2003).  

 Xiong e colaboradores (2015) demonstraram que o aumento dos níveis de 

BDNF contribui para o desenvolvimento da malignidade em gliomas através do seu 

receptor primário, ao qual se liga com alta afinidade, TrkB. Adicionalmente, a 

contribuição de TrkB ,no desenvolvimento de astrocitoma  e a possibilidade de se 

tornar um alvo terapêutico neste tipo de tumor, tem sido relatada (NI et al., 2016). Do 

mesmo modo que desempenha um papel-chave no controle da progressão e 

agressividade de glioblastoma (PINET et al., 2016). Por isso, esses resultados em 

conjunto, mesmo que preliminares, sugerem o envolvimento dessa neurotrofina e 

seu receptor na biologia dos tumores do SNC de alta malignidade, como o 

glioblastoma . Além disso, a associação observada entre BDNF e a proliferação e 

invasão de células tumorais in vitro fornece estrutura para novas estratégias 

terapêuticas que atuem na sinalização de BDNF/TrkB em glioblastoma (XIONG et 

al., 2013). 

 Considerando o envolvimento do receptor TrkB em GBM, foi demonstrado 

que o bloqueio seletivo deste receptor, utilizando uma pequena molécula inibidora 

conhecida como ANA-12, foi capaz de promover uma considerável diminuição na 

viabilidade celular em uma linhagem tumoral de GBM (artigo 1). Efeitos semelhantes 

foram descritos por Thomaz e colaboradores (2016) em um estudo envolvendo o 

bloqueio de TrkB em linhagens tumorais de neoplasia cerebral pediátrica. Dessa 

forma,  o bloqueio das funções desse receptor pode conduzir a uma terapia 

alternativa para GBM. E baseado nisso, atualmente, já estão sendo utilizados 

inibidores de tirosina quinase em ensaios clínicos de fase II. Porém, mesmo com um 

aparente sucesso clínico inicial de moléculas, como LOXO-101(Larotrectinibe) e 

Entrectinibe ainda é necessário buscar alternativas que contornem os mecanismos 

de resistência que são desenvolvidos subsequentes ao uso desses compostos e 

assim, obter resultdos clínicos mais favoráveis junto aos pacientes (LANGE; LO, 

2018). 
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 Além das alterações na expressão de TrkB, muito estudos têm descrito que o 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) está comumente mutado em 

GBM, levando a sua overexpressão e consequente ativação das suas vias de 

sinalização (FAN; WEISS, 2010; INABA et al., 2011; KARPEL-MASSLER et al., 

2009; NARITA et al., 2002; TAYLOR; FURNARI; CAVENEE, 2012). A identificação 

das alterações de EGFR em GBM permitiu avanços importantes na confirmação de 

que o EGFR (em combinação com outras alterações genéticas) é capaz de 

desempenhar uma função importante na patogênese da doença. Além disso, GBMs 

são altamente resistentes ao tratamento com radiação e quimioterapia e a 

sinalização de EGFR aberrante contribui para esta resistência (HATANPAA et al., 

2010). 

 Com isso, notavelmente, GBMs são altamente adequados para a terapia 

molecular, pois exibem um conjunto definido de alterações moleculares que levam a 

ativação desregulada de vias de sinalização que favorecem a progressão tumoral. 

Neste sentido, em relação às alterações moleculares, aquelas relacionadas à TrkB e 

EGFR devem ser ressaltadas, uma vez que o envolvimento simultâneo desses 

receptores com a patofisiologia do GBM já tem sido relatado. Os dados obtidos por 

Lawn e colaboradores (2015) demonstraram que a combinação de inibição de Trk 

com a inibição EGFR pode superar a resistência ao tratamento de erlotinib 

isoladamente em células cerebrais iniciadoras de tumor (BTICs), e sugerem uma 

comunição entre esses receptores ao demonstrar que o tratamento com neurotrofina 

estimula a viabilidade de BTICs apesar do bloqueio EGFR. Os resultados 

apresentados ainda indicam que, o crescimento de BTIC, mediado pelas 

neurotrofinas, requer tanto as vias ERK como AKT. 

 Portanto, avaliamos os efeitos isolados e em combinação do bloqueio seletivo 

de TrkB e EGFR em linhagens celulales e em um modelo de xenoenxerto in vivo de 

glioblastoma (artigo 2). O tratamento isolado de ambos os inibidores, ANA-12 e AG 

1478 foi capaz de promover uma significativa redução da viabilidade celular de 

maneira dose-dependente nas duas linhagens testadas, A172 e U87. Esses 

resultados corroboram com os estudos envolvendo o bloqueio de TrkB e EGFR que 

têm sido realizados e, não somente em GBM, mas em muitos outros tipos tumorais, 

uma vez que abordagens terapêuticas direcionadas à alvos moleculares constituem 

uma estratégia recorrente em oncologia pré-clínica e clínica. Como a quimioterapia 
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padronizada para GBM forneceu apenas um benefício modesto no desfecho clínico, 

a necessidade de estratégias com eficácia aprimorada levou ao desenvolvimento 

das terapias direcionadas atuais (LASSMAN, 2005; MA et al., 2015; MELLINGHOFF 

et al., 2005; NEHOFF et al., 2015; MORIWAKI et al., 2018).  

 Tecidos normais regulam e controlam adequadamente a proliferação celular, 

para assim assegurar a homeostase e a manutenção da arquitetura e fisiologia do 

tecido. Nas células tumorais, no entanto, devido à desregulação dos eventos de 

sinalização, o crescimento celular ocorre anormalmente (HANAHAN; WEINBERG, 

2011). Esses eventos que se apresentam alterados, em estados tumorais, 

frequentemente estão relacionados à receptores de fatores de crescimento, aqui 

neste estudo representados por TrkB e EGFR. Os resultados obtidos reforçam as 

crescentes evidências sobre a importância dessas proteínas para a iniciação e 

progressão tumorais. 

 Porém, principalmente, a respeito da hetorogeneidade do GBM, que o torna 

frequentemente resistente às monoterapias padrões, e a busca por melhores 

respostas terapêuticas, a terapia multimodal caracteriza-se como uma opção 

promissora  para o tratamento dessa neoplasia. Por isso, investimos no bloqueio 

dual dos receptores, em ambas as linhagens tumorais. O resultado desse bloqueio 

foi uma diferença na susceptibilidade à combinação das drogas. Uma vez que a 

redução na viabilidade celular foi superior àquela observada quando os tratamentos 

foram utilizados isoladamente, somente na linhagem A172, sendo que essa redução 

significativa implica, segundo o CI (índice de combinação) calculado, em um efeito 

sinérgico entre ANA-12 e AG-1478 (CHOU; TALALAY, 1984).   

 Muitos são os estudos que sugerem um crosstalk entre os receptores TrkB e 

EGFR em estados patológicos, como o câncer (QIU et al., 2006; DE FARIAS et al., 

2012; GÖTZ; SENDTNER, 2014). Nossos dados expandem a discussão, juntamente 

com relatos anteriores em outras malignidades, sobre a relação entre esses 

receptores, e é, provavelmente, até o momento, a análise mais abrangente em 

glioblastoma. A diferença, entre as linhagens tumorais, na resposta à combinação 

está de acordo com os dados observados clinicamente. Apesar de todos os avanços 

terapêuticos (incluindo terapias alvo) e cirúrgicos, o prognóstico para pacientes com 

gliomas malignos permanece devastador: a terapia atual é insuficiente com recidiva 
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quase universal. Para que a resposta terapêutica seja mais eficaz e abrangente, 

uma caracterização molecular mais criteriosa deve ser realizada. Através da 

implementação de testes clínicos minimamente invasivos que permitam não só a 

avaliação molecular desses pacientes como também o prognóstico e monitoramento 

da resposta ao tratamento. Como mencionado anteriormente, a heterogeneidade e 

plasticidade das células de glioblastoma intra e interpacientes são, provavelmente, 

os principais fatores do insucesso dos protocolos terapêuticos atuais. Estes 

avanços, podem contribuír para o desenvolvimento de novas terapias, baseadas em 

um alvo molecular personalizado para cada paciente diagnosticado com GBM 

(TOUAT et al, 2017) 

 O câncer é uma doença multifatorial e seus mecanismos envolvem mudanças 

em múltiplas vias biológicas (BARRETO DOS SANTOS et al., 2018). Porém, 

incontestavelmente sua habilidade em sustentar uma proliferação de maneira 

indeterminada é uma das suas características mais importantes (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). Essa característica está relacionada a um conjunto de 

processos, muito bem organizados, que garantem que os sinais aberrantes vindo 

dos ligantes e seus receptores e vias associados, se perpetuem originando uma 

atividade aberrante do ciclo celular nas células tumorais (OTTO; SICINSKI, 2017). 

 Baseado nisso, frequentemente, quimioterápicos atualmente em uso no 

tratamento do câncer ou ainda sob investigação têm seus mecanismos de ação 

direcionados ao ciclo celular. Neste estudo, nós investigamos as possíveis 

modificações no ciclo celular, em linhagens tumorais de GBM, induzidas pelos 

tratamentos isolados ou em combinação dos inibidores ANA-12 e AG 1478. E, 

novamente as linhagens apresentaram perfis diferentes de resposta aos 

tratamentos.  A combinação, na linhagem A172, provocou um acúmulo de células na 

fase G0/G1 enquanto que diminuiu o número de células na fase S. 

Coincidentemente, esses resultados estão de acordo com aqueles observados nos 

tratamentos isolados com AG 1478 e ANA-12, respectivamente. O ciclo celular, 

considerando sua importância para a homeostase tecidual, é um processo altamente 

regulado em função dos muitos pontos de controle ( termo em inglês checkpoints). 

Esses pontos de controle são mecanismos celulares que protegem a integridade do 

genoma durante a progressão do ciclo celular (CHAO et al., 2017). Dessa forma, 

sugerimos que os danos induzidos pelo tratamento, na molécula de DNA, ativam um 
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G1/S checkpoint e essa ativação vem acompanhada de uma parada do ciclo celular. 

Esse bloqueio ocorre devido às condições adversas em que as células estão 

inseridas e, assim, um atraso é necessário para reparar lesões no DNA antes de 

retomar a proliferação (PAULOVICH; TOCZYSKI; HARTWELL, 1997; WILLIS ; 

RHIND, 2009; FINN; LOWNDES; GRENON, 2012; WANG et al., 2015; SHALTIEL et 

al., 2015). 

 Diferentemente do ocorrido com as células A172, na linhagem U87 o 

tratamento combinado com os inibidores foi capaz de induzir somente o 

aparecimento de um, ainda que pequeno, acúmulo de células na fase sub-G1. Além 

disso, esse efeito não foi observado nas células após o tratamento isolado com 

ANA-12 ou AG 1478. Possivelmente, na linhagem tumoral U87 o tratamento induziu 

o aparecimento de uma população apoptótica. A relação entre apoptose e a 

distribuição do ciclo correspondente, caracterizada pela fragmentação do DNA e 

assim, aumento de células em sub-G1 já é aceita pela comunidade cientifica e tem 

sido demonstrada (CHOI et al., 2003; ALVAREZ-SALA et al., 2018; WANG et al., 

2018). Mesmo com efeitos pouco pronunciados e que devem ser melhor 

investigados, em ambas as linhagens, o entendimento da dinâmica da progressão 

do ciclo celular pode ser essencial na busca por compreender o modo pelo qual 

novas alternativas terapêuticas para GBM exercem seus efeitos. 

 Sinais do ambiente extracelular são transduzidos por receptores 

transmembrana que por sua vez iniciam uma resposta biológica, que em se tratando 

de um ambiente tumoral, pode ser caracterizada, principalmente, como proliferação 

descontrolada, estímulo a angiogênese, evasão à apoptose, ativação de invasão e 

metástases (SEVER; BRUGGE, 2015). Os inúmeros eventos que são conduzidos 

intracelularmente ocorrem devido a ativação de vias de sinalização. Essas vias têm 

se tornado potencialmente útil na busca por terapias mais eficazes, não apenas para 

GBM, mas em muitos outros tipos tumorais. Além de estarem comumente alteradas, 

também podem ser moduladas e por isso, alvos atrativos durante o desenvolvimento 

de novos quimioterápicos para o tratamento de GBM (JHANWAR-UNIYAL et al., 

2015). 

 A via Ras/MAPK/ERK está entre as vias que desempenham um papel 

fundamental na iniciação e manutenção tumorais em GBM (PEARSON; REGAD, 

2017). Em nossos resultados, os tratamentos isolados foram capazes de provocar 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sever%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25833940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brugge%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25833940
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uma redução na fosforilação de ERK em ambas as linhagens. Mas, por outro lado, o 

bloqueio combinado dos receptores TrkB e EGFR, resultou em uma diminuição mais 

acentuada, nos níveis de ERK fosforilada, apenas na linhagem A172. De fato, uma 

maior compreensão dos mecanismos biológicos comprometidos com a oncogênese 

em GBM contribuirá para o desenvolvimento de terapias direcionadas que podem 

melhorar o desfecho clínico dos pacientes. Kohsaka e colaboradores (2014) 

demonstraram que a ativação de ERK está envolvida com um aumento na 

tumorigenicidade em glioblastoma. No trabalho publicado por Li e colaboradores 

(2018) a enzima histona desacetilase 1 (HDAC1) promove a proliferação e invasão 

de células de glioblastoma ativando também a via de sinalização ERK in vitro e in 

vivo. Por isso, a via da ERK tem sido detalhada, sob diferentes aspectos, e está no 

foco dos estudos que envolvem GBM. 

  Os níveis de c-Myc também se mostraram gradativamente reduzidos nas 

células A172, enquanto que nas U87 a redução foi, aparentemente, observada 

somente após o tratamento com AG 1478. Os processos de regulação do 

crescimento e metabolismo celular estão intimamente relacionados. O c-Myc é um 

fator de transcrição que atua como “regulador mestre” controlando muitos aspectos 

de ambos os processos. O c-Myc está criticamente envolvido na regulação de 

muitos transdutores de sinal que promovem a proliferação celular (FREIE; 

EISENMAN, 2008). Além disso, índices positivos de c-MYC são encontrados em 

amostras de pacientes diagnosticados com glioma, e tendem a aumentar de acordo 

com a progressão maligna da doença, evidenciando assim sua contribuição na 

patofisiologia do GBM (FARIA et al., 2006). Com isso, nossos resultados iniciais 

sustentam a ideia de que a inibição combinada da sinalização de TrkB e EGFR em 

GBM parece mediar seus efeitos através da desregulação dos níveis de c-Myc. 

 Como já mencionado anteriormente, a melhor compreensão das vias 

moleculares que conduzem à malignidade no glioblastoma levou ao 

desenvolvimento de vários biomarcadores e alvos terapêuticos. Porém, pouco tem 

se evoluído a respeito da relevância desses fatores moleculares in vivo. Utilizando 

um modelo murino de glioblastoma as células da linhagem tumoral U87 foram 

previamente tratadas in vitro e administradas, por via subcutânea, 24h após o 

tratamento dos inibidores isolados ou em combinação. Os efeitos mais prolongados 

dos tratamentos puderam ser observados 15 e 31 dias após a inoculação das 
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células. É possível sugerir que dados a seguir como: o bloqueio de EGFR, por 

diferentes classes de inibidores, ter atividade antitumoral sinérgica em glioblastoma 

(JOHNS et al., 2003); ou ainda, o bloqueio combinado de diferentes vias de 

sinalização reduziu significativamente o crescimento tumoral quando em 

comparação com um único inibidor (ZHAO et al., 2016) foram mais favoráveis, 

mesmo considerando que utilizam diferentes inibidores direcionados à diferentes 

alvos, possuem em comum um protocolo farmacoterapêutico baseado na 

administração por via parenteral das drogas e com repetidas doses.  

 Ainda que pouco evidente a administação combinada dos inibidores de TrkB 

e EGFR parece ser uma promessa entre as alternativas para o tratamento do 

glioblastoma. Deve ser melhor compreendida, a partir de estudos pré-clínicos e 

clínicos que, em conjunto, contemplem a complexidade da doença e assim, garantir 

um prógnostico mais favorável para os pacientes. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 A principal causa da mortalidade entre os pacientes diagnosticados com GBM 

é devida sua alta heterogeneidade, que, infelizmente, acaba por não ser 

contemplada pelas terapias convencionais padronizadas para a doença. Esforços 

que têm sido direcionados para uma melhor compreensão da patogênese em GBM 

são essenciais para o desenvolvimento de terapias eficientes que fornecerão 

perspectivas e, consequentemente, uma extensão na sobrevida dos pacientes.  

 Vários estudos envolvendo RTKs revelaram uma diversidade nos 

mecanismos de ativação pelos seus ligantes em muitos ambientes patológicos, entre 

eles o câncer. À medida que nossa compreensão, desses detalhes, se torna cada 

vez mais sofisticada, fornece um contexto importante para combater 

terapeuticamente efeitos de alterações patogênicas em RTK no câncer e mais 

especificamente, em GBM.  

 Neste trabalho, buscamos compreender como a ativação de TrkB e EGFR e 

consequentemente, as vias de sinalização associadas, são traduzidas em respostas 

pelas células tumorais de GBM.  O resultado do bloqueio seletivo desses receptores 

foi eficaz em reduzir a viabilidade celular das linhagens celulares testadas e esse 

bloqueio resultou, ainda, em efeito sinérgico quando as funções dos receptores 
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foram inibidas concomitantemente. Efeitos semelhantes também foram observados 

no modelo animal de GBM utilizado.  Após a administração subcutânea das células 

U87, previamente tratadas, houve redução do volume tumoral em todos os grupos 

de tratamento. 

 Os efeitos na viabilidade tanto in vitro como in vivo e as alterações 

apresentadas na progressão do ciclo celular parecem ser mediados pela sinalização 

relacionada à ERK e, sua comunicação posterior com o fator de transcrição c-Myc.  

 Assim, os dados apresentados nesse trabalho estimulam a continuidade dos 

estudos que buscam compreender o papel de TrkB e EGFR em neoplasias tão 

agressivas e complexas quanto o glioblastoma. E, além disso, continuem avaliando 

o potencial da inibição dual dos receptores no desenvolvimento de uma terapia 

alternativa para GBM e fornecer, aos pacientes, um prognóstico mais favorável no 

futuro. 

 

7. PERSPECTIVAS 

 

- Administração parenteral (i.p.) de ANA-12 e AG 1478, isolados ou em combinação, 

em um modelo ortotópico de GBM (U87). Esses resultados devem ser incluídos ao 

artigo 2 e serão obtidos em colaboração com os seguintes pesquisadores, da 

University of Central Lancashire- Preston, Lancashire, Reino Unido: 

 

Dr. Lisa Shaw 

Senior lecturer in pharmacology 

School of Pharmacy and Biomedical Sciences 

 

Dr. Chris Smith 

Senior lecturer in pharmacology 

School of Pharmacy and Biomedical Sciences 

 

Dr. Victorio Bambini-Junior 

Lecturer in bioscience 

School of Pharmacy and Biomedical Sciences 

 

 



69 
 

Victoria Anne Metcalfe 

Licensed research assistant 

School of Pharmacy and Biomedical Sciences 

 

- Finalização do artigo 2 e posterior submissão para publicação em periódico 
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