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moduladores anti-tumorais e método de
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Relatério Descritivo de Patente de Invengao
COMPOSICAC COMPREENDENDO AGENTES MODULADORES ANTI-

TUMORAIS, METODO DE MODULACAO DE TUMORES UTILIZANDO AGENTES
MODULADORES E UsO DE AGENTES MODULADORES DE BDNF/TRkB
PARA MIODULAGAO DA RESISTENCIA A AGENTES ANTITUMORAIS

Campo da Invengao
A presente invencdo descreve um novo e inventivo uso de agentes

moduladores para a preparagédo de medicamentos para tratamento de tumores,
composigdes compreendendo agentes moduladores anti-tumorais € método de
modulagdo de tumores utilizando agentes moduladores. Mais especificamente
descreve a modulagdo de BDNF/TkrB como modulador da resisténcia a
agentes antitumorais. A presente invengéo se situa no campo da medicina,

quimica e bioguimica.

Antecedentes da Invencao

Apesar de avangos no fratamento do cancer de colon e tumores
femininos com a introducéo de novas combinacgdes de agentes quimioterapicos
e de terapias “alvo” direcionadas biologicamente, novas alternativas de
tratamento s&o necessarias para aumentar a sobrevivéncia dos pacientes e
reduzir a resisténcia ao tratamento. Os avangos no conhecimento dos
mecanismos moleculares que regulam o crescimento dos tumores podem
tratamento, bem como para ¢ controle de sua proliferagdo em laboratorio com
finalidade de pesquisa (Arnold e Seufferlein, 2010; Cunningham, 2010).

Receptores tirosina quinase {receptor tyrosine kinases, RTKs) sé&o
proteinas expressas na supefficie celular que representam novos alvos
moleculares potenciais para o desenvolvimento de terapias anti-cancer. Apos
serem ativados pela ligagéo de fatores de crescimento, os RTKs ativam vias de
sinalizagéo intracelular que controlam a proliferacdo e a sobrevivéncia de
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células tumorais (Krause e Van Etten, 2005). Os receptores tropomiosina
quinase (tropomyosin receptor kinases, Trks) constituem uma familia de RTKs
ativados por proteinas conhecidas como neurotrofinas. TrkA, TrkB e TrkC séo
respectivamente os receptores para o fator de crescimento nervoso (nerve
growth factor, NGF), o fator de crescimento derivado do cérebro (brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) e a neurofrofina -3 (NT-3) (Barbacid, 1994). Varios
estudos tém descrito a expressdo de Trks em diferentes tipos de cancer
(Desmet e Peeper, 2006, Nakagawara et al., 1993; 1994; Thiele et al., 2009).
Além disso, a ativagdo de TrkB por BDNF aumenta a proliferacao e
sobrevivéncia celular em carcinoma celular transicional (TCC) (Huang et al.,
2010b), enguanto um anticorpo direcionado contra o TrkB produziu toxicidade
contra ceélulas de TCC (Huang et al., 2010a) e, ainda, muta¢des no TrkB foram
detectadas em cancer de célon (Bardelli et al., 2003; Desmet e Peeper, 2006).

Outros mecanismos que regulam de forma importante o crescimento
tumoral, inclusive apresentando interacdes funcionais com BDNF/TrkB, séo
receptores acoplados a proteinas G (G protein coupled receptors, GPCRs) e
vias de sinalizagdo intracelular associadas (Dorsam e Gutkind, 2007,
Hutchinson et al., 2009), Os GPCRs provavelmente envolvidos na progresséao
do cancer incluem o receptor do peptideo liberador de gastrina (gastrin-
releasing pepfide receptor, GRPR), cujo principal ligante endégeno em
mamiferos & o peptideo liberador de gastrina (GRP), um peptideo da familia da
bombesina (Cornelio et al., 2007; Patel et al., 2006),

. Ainda sdo necessarios novos medicamentos que contribuam no
tratamento de pacientes com diversos tipos de cancer. Assim sendo, a
presente invengdo vem ampliar a gama de medicamentos contra o céncer,
principalmente contra o cancer de colon e tumores femininos, além oferecer
uma alternativa a pacientes que apresentam resisténcia aos tratamentos ja
conhecidos.

Na presente invenc¢do sao apresentadas composighes, usos e método
de modulagdo de agentes tumorais através de moléculas moduladoras de
BDNF/TrkB.
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A busca na literatura cientifica e patentaria apontou um documento
relacionado a presente invencéo, o qual serd descrito a seguir.

O documento US 2001/0046959 descreve o uso de neurotrofinas e seus
receptores no tratamento de cancer. Cita, mais particularmente, o uso de
pequenas moléculas para a inibigdo de recepiores Trk, inclusive o uso de K-
252a e K-252b para a inibigdo de NGF e outras moléculas, sendo que K-252a &
usada na inibicdo da autofosforilagcdo de trkA, trkB e trkC. Uma modificagdo na
molécula de k-252a, a CEP-751 mostra a¢des antitumorais em neuroblastoma
e meduloblastoma, bem como em cancer de ovarios e outros. As pequenas
moléculas inibidoras de trk podem ser usadas no tratamento de cancer de
prostata e pancreas.

A presente invengdo difere deste documento por apresentar a
modulagdo de BDNF/TkiB na redugdo da resisténcia a outros agentes
antitumorais.

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengao,
de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva

frente ao estado da técnica.

Sumario da Invengédo

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona uma ampliacdo na

gama de tratamentos contra o cancer, principalmente contra o céncer de cdlon

e tumores femininos, além oferecer uma alternativa a pacientes que
apresentam resisténcia aos tratamentos ja@ conhecidos. A presente invengéo
traz um novo e inventivo uso de agentes modulares para a preparagéo de
medicamentos para tratamento de tumores, composicGes compreendendo
agentes moduladores antitumorais e método de modulagdo de tumores
ufilizando agentes moduladores. Mais especificamente descreve o uso dos
agentes moduladores de BDNF/TkiB na redugéo da resisténcia a agentes

antitumorais.
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E, portanto, um objeto da presente invengdo o uso de agentes
moduladores de BDNF/TkrB para preparagdo de medicamentos moduladores
da resisténcia a agentes antitumorais.

Em uma realizagdo preferencial, a modulacdo de BDNF efou a
modulagdo da interagdo BDNF/TrkB compreende o use de moduladores de
GRPR efou EGFR efou TrkB.

E, portanto, um objeto adicional da presente inveng&o o uso de agentes
moduladores de BDNF/TkrB para preparagdo de medicamentos para o
aumento de resposta antitumoral e/ou modulagdo do sinergismo entre
farmacos.

Em uma realizagao preferencial, o tumor a ser modulado é o cancer de
célon.

Em uma realizagédo preferencial, a modulagdo do sinergismo ocorrera
em agentes antitumorais.

E, também, um objeto adicional da presente invengdo uma composigéo
moduladora de resisténcia a agentes antitumorais compreendendo:

a) de 0,0001% a 99,9999% de agentes moduladores de
BDNF/TrkB, seus derivados e/ou seus analogos;
b} wveiculo farmaceuticamente aceitavel,

E, adicionalmente, um objeto da presente invengdo um método de
modulagéo de resisténcia a agentes antitumorais compreendendo a etapa de
contatar células tumorais com resisténcia a agentes antitumorais com agentes
moduladores de BDNF/TrkB.

Estes e outros objetos da invengdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serdo

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descri¢ao a seguir.

Breve Descricéo das Figuras

Figura 1. BDNF impede a inibicdo da proliferagao do cancer colorretal
celular induzida pelo antagonismo de GRPR. a) BDNF bloqueou o efeifo
inibitério do antagonista do GRPR, RC-3095, sobre a proliferagdo celular.
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Células HT-29 foram tratadas com o RC-3095, hrBDNF (10 ng / ml), e RC-3095
combinado com hrBDNF conforme descrito em Material ¢ Métodos. A
proliferacé@o celular foi medida através do teste de MTT 48h apés o fratamento.
Os dados sdo demonstrados por média £ SEM da absorbancia (492 nm) de
trés experimentos diferentes, cada uma realizada em seis pogos; *p< 0,05 e *
p< 0,01 em relagdo ao controle das células. b) Inibicao de Trk reduz a
proliferacdo de células HT-29. O tratamento com diferentes doses do
antagonista Trk K252a foi realizada conforme descrito em Material e Métodos.
Os dados sdo demonstrados por média + SEM da absorbancia (492 nm) de 5
experimentos diferentes, cada uma realizada em seis pogos; * p< 0,05 em
relacdo ao controle das células.

Figura 2. O bloqueio do GRPR aumenta a expressao e a secre¢édo de
BDNF em células humanas de céncer colorretal. a) O antagonista do GRPR,
RC-3095, aumenta a expressdao de RNAm de BDNF em células HT-29. As
células foram tratadas com RC-3095, conforme descrito em Material e
Métodos. Transcritos de B-actina- (180 pb, faixas superiores) e BDNF (362 pb,
faixa inferiores) foram identificados. Os resultados representativos para as
celulas controle e células tratadas com diferentes doses de RC-3095 sao
mostrados nas 4 diferentes barras. Os resultados no grafico sdo mostrados
como porcentagem da média £ SEM dos niveis de RNAm de BDNF em quatro
experimentos diferentes; * p< 0,01 em relagdo ao controle das células. b) RC-
3095 produziu um aumento na secregdo de BDNF em células HT-29. Niveis de

_ BDNF foram avaliados por ELISA, conforme descrito no Material € Métodos. Os

dados representam a média £+ SEM dos niveis de BDNF (pg / ml) em 5
experimentos diferentes, *p< 0,05 em relagao ao controle de células. ¢} A Gnica
dose de RC-3095 (1 nM), que induziu um aumento significativo na secre¢éo de
BDNF foi também a Unica dose em que a sobrevivéncia das células nao foi
inibida por RC-3095. As células foram semeadas e tratadas com RC-3095,
conforme descrito em Material e Métodos. Formagao das colbnias foi avaliada
em microscopio, apos 48 h de tratamento. Os resultados s&o apresentados
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como percentual da fragdo de sobrevivéncia da média + SEM de 4
experimentos diferentes; * p< 0,01 em relagao ao controle das células.

Figura 3. EGFR é necessario para o aumento da expressao de BDNF
induzido pelo bloqueio do GRPR. a) Cetuximab (CTX) inibe a alteragéo na
expressdo de RNAm de BDNF induzida pelo antagonista de GRPR, RC-3095.
Células HT-29 foram tratadas com CTX, RC-3095, ou CTX + RC-3095, e os
niveis de RNAm de BDNF foram medidos por RT-PCR, conforme descrito em
Material e Métodos. Transcritos de beta-actina- (180 pb, faixas superiores) e de
BDNF (362 pb, faixas inferiores) foram identificadas. Os resultados
representativos para as células controle e células tratadas com diferentes
doses de RC-3095 sdo mostrados nas 5 barras diferentes. Os resultados no
grafico sdo mostrados como a média + SEM dos niveis de RNAm de BDNF em
quatro experimentos diferentes; * p<0,01 em relagéo ao controle das células. b)
RC-3095 nao altera a expressao de BDNF em uma linhagem de células-EGFR
negativa de cancer colorretal. Células da linhagem SW620 foram tratados com
diferentes doses de RC-3095. Os niveis de RNAm de BDNF foram medidos por
RT-PCR, conforme descrito em Material e Métodos. Transcritos para beta-
actina-(180 pb, faixas superiores) e BDNF (362 pb, faixas inferiores) foram
identificadas. Os resultados representativos para as células controle e células
tratadas com diferentes doses de RC-3095 sdo mostrados nas 4 barras
diferentes. Os resultados no grafico sdo demonstrados em porcentagem da
média + SEM dos niveis de RNAm de BDNF em 4 experimentos diferentes.
Nao_houve diferengas_significativas entre os grupos. ¢} RC-3095 néo afetou a
secrecdo de BDNF nas células da linhagem SW620. Niveis de BDNF foram
avaliados por ELISA, conforme descrito no Material e Métodos. Os dados sédo a
média £ SEM dos niveis de BDNF (pg / ml) de 6 experimentos diferentes. Nao
houve diferengas significativas entre os grupos. d) EGFR é expresso em
células HT-29, mas nao em SW-620. RNA foi extraido das células e a analise
de RT-PCR foi realizada conforme descrito em Material e Métodos. Um
transcrito de 190 pb representando um fragmento de EGFR foi detectado
apenas em células HT-29. e) O antagonista de GRPR inibe a proliferacéo
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celular em uma linhagem de células-EGFR negativo de cancer colorretal. A
proliferagao de células da linhagem celular SW620 foi medida através de MTT
48 h apds o tratamento com ¢ antagonista do GRPR, RC-3095, conforme
descrito em Material e Métodos. Os dados representam a média + SEM da
absorbancia (492 nm) de trés experimentos diferentes, cada uma realizada em
seis pogos; *p<0,05 em relagédo ao controle de células.

Figura 4. Diagrama esquematico de um modelo para o papel, do BDNF
e sua interacdo com GRPR em células de cancer de codlon. O antagonista
GRPR, RC-3095, inibe a sinalizagao celular associada ao GRPR e produz um
aumento na expressdo e secrecdo de BDNF através de um mecanismo
dependente de EGFR. O BDNF liberado pode ativar TrkB e bloquear
parcialmente os efeitos inibitérios do bloqueio de GRPR sobre a sobrevivéncia
e proliferagao celular.

Figura 5. Expressdo de mRNA para BDNF em células de cancer de
mama, ovario e colo do utero. Foi verificada a expressdo de BDNF nas
linhagens celulares de cancer de mama, MCF-7, cancer de cdlon uterino, Hela
e cancer de ovario, OVCAR-3 analisadas pela técnica de RT-PCR.

Figura 6. Efeito de BDNF em células de cancer de a) mama, b) ovario e
c¢) colo do utero. A viabilidade celular das linhagens celulares de céncer de
mama, MCF-7, cancer de ¢olon uterino, Hel.a e céncer de ovario, OVCAR-3 foi
verificada apos o tratamento por 48 horas com hrBDNF nas doses de 1, 10 e
100 ng/mL através do método de MTT. A proliferagdo celular foi

-significativamente promovida pelo_tratamentc com BDNF nas células de cancer

de ovario. O tratamento néo teve efeito significativo nas células de mama e de
colo do utero. A proliferagao celular foi verificada 48 h depois do tratamento. Os
dados sd&o mostrados em porcentagem de viabilidade celular de 3
experimentos diferentes, cada um em sextuplicata; * p < 0,05 comparado com
as células controle.

Figura 7. Efeito do bloqueic Trk sobre a viabilidade e proliferagédo em
células de cancer de a) mama, b) ovario e c¢) colo do utero. A viabilidade celular
das linhagens celulares de cancer de mama, MCF-7, cancer de célon uterino,
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Hela e cancer de ovario, OVCAR-3 foi verificada apds o tratamento por 48
horas com o inibidor de receptores Trks, K252a, nas doses de 10, 100 e 1000
nM afravés do método de MTT. O tratamento com K252a inibiu
significantemente o crescimento celular dos trés tipos de tumores femininos
analisados. A proliferacédo celular foi verificada 48 h depois do tratamento. Os
dados sdo mostrados em porcentagem de viabilidade celular de 3
experimentos diferentes, cada um em sextuplicata; ** p < 0,01 comparado com
as células controle.

Descricdo Detalhada da Invencéo
Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inimeras maneiras de se realizar a inven¢do, contudo, sem limitar o
escopo da mesma.
Agente Modulador

Na presente invencao o termo “agente modulador” & utilizado aqui para
se referir a qualquer molécula quimica capaz de interagir com determinada
molécula quimica de forma direta ou indireta como, por exemplo, mas nao se
limitando a, alterando a fungdo de uma proteina pela ligagéo a essa proteina ou
aumentando ou diminuindo a expresséo protéica através dessa ligagdo.

Em uma realizagio preferencial, o agente modulador da presente
invengdo sdo moléculas capazes de interagir com BDNF/TrK de forma direta ou
indireta como, por exemplo, mas néo se limitando a, k252a e que promovem a

- reduc¢do da resisténcia de BDNF/TrK a agentes antitumorais.

Agente Blogueador ou Antagonista

Na presente invengédo o termo “agente bloqueador” ou “antagonista” é
utilizado aqui para referir-se a um agente quimico capaz de bloquear a ativagédo
de uma proteina receptora localizada na supetficie celular.

Tumor

Na presente invengédo o termo “tumor” é utilizado aqui para referir-se a

tecido com crescimento anormal e/ou sem funcgéo fisiolégica no organismo
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saudavel, e que pode representar a existéncia de cancer ou estado pre-
canceroso no organismo.
Célula Tumoral

Na presente invencdo o termo “célula tumoral’ é utilizado aqui para
referir-se a células de cancer com taxa de proliferacédo alterada e/ou sem
funcgéo fisiolégica no tecido normal, as quais originam e formam um tumor.
Veiculo Farmaceuticamente Aceitavel

O veiculo farmaceuticamente aceitavel da presente invencédo pode ser
escolhido do grupo que compreende excipientes e carreadores
farmaceuticamente aceitaveis, doses e tratamentos convenientes para uso em
composigdes particulares que podem ser descritas em uma seérie de
regimentos de tratamento, incluindo oral, parenteral, intravenoso, intranasal,

intramuscular, intracerebral, intracerebroventricular e intraocular.

Exemplo 1. Realizacdo Preferencial

Todos os protocolos experimentais foram aprovados por comité de ética
em pesquisa institucional (documentos de numero CEP-HCPA 07-520 e 08-
081).

As linhagens celulares humanas de cancer colorretal, HT-29 e SW620
foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC; Rockyville, Marytan,
EUA). As células cresceram e foram mantidas em frascos estéreis de 25cm?
com meio de cultura completo RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, S&o Paulo,

--Brasil) contendo 0,1% de fungizone (invitrogen, S&o Paulo, Brasil) € 0,125% de

gentamicina (Nova Farma, Brasil), suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (Sorali, Campo Grande, Brasil). As células foram conservadas em
incubadora a temperatura de 37°C, com umidade relativa minima de 95% com
atmosfera de 5% de CO,. As células foram cultivadas em placas de 96 pogos,
de poliestireno, com plano fundo na densidade de 7x 10° células por pogo.

O contetdo de mRNA para BDNF em células de cancer de célon
humano das linhagens HT-29 e SW620 obtidas do American Type Culture
Collection (Rockville, Maryland, EUA) foi analisado por reagdo em cadeia de
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polimerase com transcriptase reversa (reverse franscriptase polymerase chain
reaction, RT-PCR). O RNA total foi extraido das células usando reagente
TRIzol reagent (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante, e
transcrito com SuperScript™ [} First-Strand Synthesis SuperMix® (Invitrogen).
Os primers foram desenhados de acordo com as sequéncias correspondentes
do Gene Bank. As condigbes de PCR semi-quantitativo foram otimizadas para
determinar o numero de ciclos que permitiriam a detecgéo dos produtos na fase
linear da amplificacdo de transcritos de mRNA. Os experimentos foram
realizados com 1,5 mM MgCl,, 0,1 uM péra cada primer, 0,2 mM DNTPs, 0,5 M
betain, 1U Taq Platinum® (Invitrogen) e 2 pL de femplate de cDNA. A
expressao de beta-actina foi medida como controle interno. As condigcdes de
PCR para B-actina e receptor do fator de crescimento epidermal (epidermal
growth factor receptor, EGFR) foram 2,5 mM MgCl,, 0,1 uM para cada primer,
0,2 mM DNTPs e 1U Tag Platinum (Invitrogen) e 1 uL cDNA.

Todos os ensaios foram realizados em um volume total de 20 uL usando
35 ciclos de amplificagdo, o0s quais consistram em 1 minuto a 95° C,
desnaturagdo a 94° C por 30 s, anelamento a 60° C por 30 s, extensdo de
primers a 72°C por 45 s, seguida por uma extensdo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos de BDNF (362 bp), EGFR (190 bp) e beta-actina (190 bp)
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0% contendo GelRed ™®
10x (Biotium) e foram visualizados com luz ultravioleta (de Farias et al., 2008;
de Oliveira et al., 2009; Flores et al., 2008). O comprimento dos fragmentos foi
confirmado com Low DNA Mass Ladder® (Invitrogen) e a expressao relativa do
gene do BDNF foi determinada por densidometria utilizando ImageJ 1.37 para
Windows®. Cada experimento foi realizado em replicata com uso de RNA
isolado de culturas celulares independentes e resultados representativos sao
mostrados. Para cada conjunto de reagdes de PCR, foi incluido um controle
negativo. Os dados semi-quantitativos sdo mostrados como percentagem de
alteracdo em relacédo ao controle, sendo que o valor mais baixo entre as
replicatas no grupo controle foi considerado 100%.
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A expressdo de TrkB em células HT-29 e SW620 foi analisada com
imunohistogquimica de acordo com os métodos descritos em estudos anteriores
(Cornelio et al., 2007; Flores et al., 2010). O anticorpo primario utilizado foi um
anticorpo monoclonal de camundongo contra o dominio extracelular do TrkB
humano (ab51190, Abcam plc., Cambrigde, K), correspondente a porgéo
proxima ao sitio de fosforiagdo na tirosina 515. As amostras foram
contracoradas com hematoxilina-eosina (HE) como controle.

Quarenta e oito horas apés o tratamento, o sobrenadante foi removido e
os niveis de BDNF foram medidos por ELISA (ChemiKine TM, CYT3086,
Millipore, Billerica, EUA), de acordo com as instrugées do fabricante. O meio
celular de cancer colorretal ou amostras de tecido foram homogeneizados em
solugéo salina com 1 mM de fluorido fenilmetilsulfonii e 1 mM de acido
etilenoglicotetracetico. 100 uL de sobrenadantes foram adicionados nas placas
de microtitulagéo por 24 h. A curva padrdo de BDNF de 7,8 a 500 pg / ml foi
preparada e as amostras foram diluidas 1:2 em sample diluent overnight a 4°C
apos, as placas foram lavadas quatro vezes com washing buffer seguido pela
adicao do anticorpo monoclonal anti-BDNF diluido 1:1000 e incubado por 3 h
em temperatura ambiente. Apbs a lavagem, os pogos foram incubados com
anticorpo conjugado anti-coelho peroxidase por 1 h em temperatura ambiente.
Apbs, houve a adicdo da enzima estreptavidina, substrato, e solugcédo de
parada, as concentragdes de BDNF foram determinadas a 450 nm. A curva
padrao demonstrou uma relacdo direta entre a densidade optica e a

-.concentragao de BDNF. BDNF foi_express em pg de BDNF por m| de proteina.

A proteina total foi medida pelo método de Bradford, usando albumina bovina
sérica como padréo

As células foram cultivadas na densidade 1 X 10* células por pogo em
placas de 24 pogos (TPP, Switzerland) em meio RPMI 1640 suplementado por
24h. O meio foi replaqueado e as células foram tratadas com RC-3095 (0.001,
1, or 1,000 nM; AEterna Zentaris GmbH, Frankfurt, Alemanha), BDNF
recombinante humano ((hrBDNF; 0.01, 0.1, 1, or 10 ng/ml; Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA), K252a (1, 10, 100, 1,000 nM Sigma-Aldrich, St Louis, EUA),
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Cetuximabe (Erbitux, C225, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), sozinhos ou
combinados. As doses de RC-3085 ou dos demais agentes foram escolhidas
com base em estudos prévios (de Oliveira et al., 2009; Flores et al., 2008). A
viabilidade celular foi medida 48 horas apos o tratamento por contagem celular
com Tripan Blue (Vetec).

Para avaliagéo da proliferagéo e viabilidade celular em células de cancer
de cdlon, a técnica de contagem celular por exclusdo por Azul de Tripan foi
realizada de acordo com o método previamente descrito (de Oliveira et al.,
2009; Flores et al., 2008). Brevemente, o0 meio foi removido e as células foram
lavadas com HBSS (Balanced Salt Solution (HBSS; Invitrogen, Sdo Paulo,
Brazil), seguido pela adi¢ao de 100 uL de tripsina/EDTA (Invitrogen, Sao Paulo,
Brasil) por pogo para destacar as células. Em seguida, adicionou-se o mesmo
volume de RPM! 1640 suplementado. Uma aliquota de 10uL de cada amostra
foi homogeneizada a uma aliquota de 10uL de Azul de Tripan 0,5% e, o volume
final foi colocado em um hemocitdmetro permitindo a contagem celular no
microscépio invertido. A razdo entre as c¢élulas coradas e néao coradas,
expressa a viabilidade celular (nimero de células viaveis). A proliferacdo e a
viabilidade celular foram mensuradas através da contagem do numero de
células e a razéo entre o nimero de células coradas e ndo coradas.

A proliferagéo celular em células de cancer de célon também foi medida
pelo método de MTT como previamente descrito (de Farias et al, 2008;
Schmidt et al, 2010). Brevemente, as células foram lavadas com HBSS
({(Balanced Salt Solution (HBSS; Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), seguido pela
adicdo de meio RPMI 1640 contendo 10% da solugcdo de MTT (5mg/mL;
Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) por poco. As células foram incubadas a 37°C por
4h. Apos, a placa ficou em temperatura ambiente até que estivesse
completamente seca. Apés, 50 pL de dimetil suiféxido foi colocado em cada
poco e a leitura da absorbancia foi feita imediatamente no comprimento de
onda de 492nm.

Células HT-29 foram semeadas em placas de 6 pogos (400 células /
pogo) apoés o tratamento com RC-3095 por 48h. Apds a incubagdo de 10-14
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dias, as células foram fixadas com 70% etanol e contrastadas com cristal
violeta a 0,5%. Somente coldnias contendo 50 ou mais células foram
contabilizadas no microscopio, como descrito anteriormente (de Oliveira et al.,
2009). A fragdo de sobrevivéncia foi calculada como:

Numero de colonias de células tratadas
FS = ~ — x100
Numero de coldnias do controle

Os dados foram expressos em média + EPM. Diferengas entre os
valores das médias foram avaliados por analise de varidncia de uma via
seguida pelo teste de Tukey quando apropriado. Em todas as comparagdes, p
< 0,05 foi indicado como estatisticamente significativo.

Para as avaliagbes em células de tumores femininos as linhagens
celulares humanas MCF-7 (cancer de mama), HeLa (cancer de colo de utero) €
OVCAR-3 (cancer de ovario) foram obtidas do American Type Culture
Collection (Rockville, Maryland, EUA). As células foram cultivadas em placas
de 96 wells em densidades de 4 X 10% 7 X 10° e 3 X 10° células
respectivamente por placa em sextuplicata, com meio de cultura Dulbecco
Eagle modificado (DMEM; Gibco BRL, Carlsbad, EUA; MCF-7 e HeLa) e RPMI
1640 (Gibco BRL, Carlsbad, EUA; OVCAR-3), contendo 2% (w/v) H-glutamina
e 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS; Sorali, Campo Grande, Brazil).

Apds 24 h, as culturas foram tratadas com BDNF recombinante humano
(1, 10 ou 100 ng/mL; Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), o antagonista Trk K252a

~ (10, 100 ou 1.000 nM Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), o antagonista GRPR [D-

Tpi®, Leu™ psi(CH,NH)-Leu™] bombesina (RC-3095, (0,001, 0,01, 0,1, 1 ou 10
uM; Zentaris GmbH, Frankfurt, Alemanha), ou o antagonista GRPR Hca®,
Leu"w(CH,N)Tac™-BN(6-14) (RC3940Il, 0,01, 0,1, 0,51 or 5 uM; Zentaris
GmbH, Frankfurt, Alemanha). Em outro experimento, as culturas foram
submetidas por 24 h a deprivagdo com 0,5% de soro e entédo tratadas com
GRP humano recombinante (0,001, 0,01, 0,1, 1 or 10 yM; Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA). As doses dos agentes quimicos foram escolhidas com base em
estudos prévios (de Farias et al. 2008; Flores et al. 2008). As células foram
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mantidas a temperatura de 37 °C, com umidade minima relativa de 95% sob
atmosfera com 5% de CO,.

A viabilidade celular foi medida pelo método MTT 48 h apdés o
tratamento. As células foram lavadas com solugéo balanceada salina de Hank
(HBSS; Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e 11 ul de solugdo de MTT a 5 mg/ml
foram adicionados a cada well antes de incubacgéo por 4 h a 37° C. A placa foi
deixada a temperatura ambiente até estar completamente seca. Dimetil
sulféxido foi adicionado e a absorbancia foi lida a 492 nm em um leitor
muliplacas (de Farias et al. 2008).

A analise da expressdo de mRNA para BDNF e GRPR foi feita por RT-
PCR. O RNA total foi extraido das células MCF-7, HeL.a e OVCAR-3 usando
reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante e a
transcricdo reversa foi feita com SuperScript™ Ill First-Strand Synthesis
SuperMix® (Invitrogen, EUA). Os primers para BDNF e GRP humanos foram
desenhados de acordo com as sequéncias do Gene Bank: BDNF, primers 5'-
GCGTGAATGGGCCCAAGGCAGG -3’ e 5-
TGTGACCGTCCCGCCCGACATG -3 GRPR, primers 5' -
CAAGATCTTCTGCACGGTCA - 3'e 5' - TCAGTTTGCAGCCAATTCTG - 3". Os
experimentos com PCR foram realizados com 1,5 mM MgCly, 0.1 uM para cada
primer, 0,2 mM DNTPs, 0,5 M betaina (somente para os primers de BDNF), 1U
Taq Platinum® (Invitrogen) e 2 pl de template de cDNA. A expressdo de beta-
actina foi medida como um controle interno usando os primers 5%
AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3' e 5-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-3. A
reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 20uL usando a
concentragdo de 0,04mM dNTPs, 0,2U Taq polimerase no tamp&o de reacgéo
apropriado, 0,3mM MgCl, e 10 pmol de cada primer. A amplificagdo consistiu
de 1 minuto a 95°C seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 s,
anelamento a 59°C por 30 s, extensdo dos primers a 72°C por 45 s e uma
extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de BDNF (362 bp), GRPR
(190bp) e beta-actina (190bp) foram analisados em eletroforese em gel de
agarose 2%, corados com brometo de etidio e visualizados sob iluminagéo
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ultravioleta conforme descrito anteriormente (de Farias et al. 2008; Flores et al.
2008). Cada experimento foi realizado em triplicata usando RNA isolado a partir
de culturas celulares independentes.

Para examinar o possivel papel de BDNF/TrkB em cancer colorretal, nés
tratamos células HT-29 com hrBDNF. Pelo fato de BDNF/TrkB poder interagir
com a sinalizagdo do neuropeptideo GRPR em cancer, ndés também
investigamos o efeito de hrBDNF combinado com o antagonista de GRPR, RC-
3095, uma droga experimental anti-tumoral que produz efeitos antiproliferativos
em células HT-29 (Casanueva et al., 1996). Consistente com estudos prévios
(Casanueva et al., 1996; Fernando et al., 2007), RC-3095 induz uma inibigéo
significativa na proliferagao celular avaliado pelos métodos de contagem celular
e MTT. Cabe ressaltar que encontramos efeitos significativos de RC-3095 em
células de cancer colorretal em doses menores que as descritas em estudos
anteriores (Casanueva et al., 1996). O tratamento com hrBDNF sozinho em
doses variando de 0,01 a 10 ng/ml ndo afetou significativamente a proliferagéo
das células HT-29. No entanto, o co-tratamento com hrBDNF preveniu a
diminuicao da proliferacado celular produzida por RC-3095 (Figura 1A). De fato,
um aumento significativo na proliferagcdo celular foi observada em células
tratadas com hrBDNF combinado com 1 nM RC-3095. Por outro lado, o
tratamento com © antagonista dos receptores Trk, K252a, resultou em uma
diminuicdo dose-dependente na proliferacdo (Figura 1B). A expressao do
mRNA para BDNF e GRPR e proteina para TrkB e GRPR em células HT-29 foi
confirmada pelas -técnicas RT-PCR..e imunohistoquimica. Os resultados
sugerem que o aumento da sinalizacao de BDNF/TrkB pode estar associado a
uma resposta compensatoria destinada a restabelecer os niveis normais de
sobrevivéncia e proliferacdo de células submetidas a uma inibicao pela
sinalizagdo de GRPR.

O tratamento com RC-3095 resultou em um aumento significativo nos
niveis de RNAm de BDNF medido por RT-PCR semi-quantitativo (Figura 2A).
RC-3095 na dose de 1 nM também produziu um aumento significativo nos
niveis de BDNF avaliado pela técnica de ELISA sobre o sobrenadante obtido
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da cultura celular, indicando um aumento na secregdo de BDNF nas células
HT-29 (Figura 2B). Vale ressaitar que a dose de RC-3095, que produziu um
aumento significativo na secregdo de BDNF néo influenciou na sobrevivéncia
celular da célula, avaliado pelo método clonogénico (Figura 2C). Além disso,
pode-se especular que o aumento da liberagao de BDNF celular pode contribuir
para o blogueio induzido por BDNF nos efeitos do RC-3095 sobre a
proliferagdo mostrado na Figura 1. Estes resultados sdo consistentes com a
possibilidade de aumento da expressdo e secrecdo de BDNF, e poderia
representar uma resposfa compensatéria aos efeitos antiproliferativos da RC-
3095,

Ainda, tivemos o objetivo de explorar possiveis mecanismos de
sinalizagéo envolvidos na mediacéo das alteragdes na expressido de BDNF
induzidas pelo bloqueio de GRPR. Muitos dos receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) utilizam a ativagao de EGFR como um intermediario de sinalizagéo
em células de cancer (Liebmann et al., 2010). Além disso, € demonstrado que
EGFs regulam RNAmM para BDNF e os niveis de proteina nos neurénios
{Tirassa et al., 2003). Além disso, ha crosstalks entre EGFR TrkB (Qiu et al.,
2006). Nos quisemos analisar se EGFR estava envolvido com as alteragfes
induzidas por RC-3095 sobre os niveis de BDNF. O co-tratamento com o
anticorpo monoclonal humano anti-EGFR, Cetuximabe, anulou completamente
o aumento nos niveis de RNAm para BDNF induzidos por RC-3095 em células
HT-29 (Figura 3A).

Além disso,—RC-3095 nao. alterou a expressao de RNAm para BDNF
(Figura 3B} ou a secre¢do de BDNF (Figura 3C) na linhagem celular humana
de cancer colorretal, SW620, que é EGFR-negativa (Balin-Gauthier et al.,
2006). Analise por RT-PCR confirmou a expressdo de RNAm para EGFR na
linhagem celular HT-29, mas ndo em SW620 (Figura 3D). Tal como acontece
com as células HT-29, a linhagem celular EGFR-negativa, SW620 expressa
tanto RNAm quanto GRPR. EGFR nao foi necessaric para ¢ efeito
antiproliferativo do RC-3095; o tratamento de células SW620 com o RC-3095
resultou em uma diminuicdo significativa na proliferagao celular, avaliados por
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MTT (Figura 3E) ou contagem celular. Ndo é possivel fazer uma comparagéo
direta entre os efeitos antiproliferativos causados por RC-3095 em células HT-
29 e SW620, pois experimentos independentes foram realizados para cada
linhagem celular. No entanto, vale ressaltar que, apesar de RC-3095 produzir
uma resposta inibitéria maxima de 44,44% em células HT-29 (Figura 1A), a
mesma dose de RC-3095 produziu uma redugédo de 62,5% na proliferagao de
células de SW620 (Figura 3E). E possivel que a maior sensibilidade das
células da linhagem SW620 a RC-3095 esteja relacionada a auséncia de um
aumento significativo de BDNF induzido por RC-3085 nestas células, o que
seria consistente com a possibilidade que o BDNF contribui para a resisténcia
ao bloqueio de GRPR. Juntos, esses resultados indicam que EGFR é
fundamental na mediag@o das alteragbes nos niveis de BDNF produzido pelo
antagonismo do GRPR.

A Figura 4 mostra um esquema apresentando um modelo para o papel
da sinalizagdo por BDNF/TrkB em céncer de colon e sua interacdo com
sinalizag¢éo por GRPR e EGFR.

Em conjunto, esses dados indicam pela primeira vez que a sinalizagéo
por BDNF/TrkB pode estar envolvida na progresséo de céncer de célon, e que
o blogueio de BDNF/TrkB pode reduzir o crescimento de tumores de célon.

Os resultados para células de cancer de ovario, mama e colo de utero
sdo descritos a seguir. A expressdo de mRNA para BDNF foi confirmada por
RT-PCR nas linhagens celulares MCF-7, HeLa e OVCAR-3 (Figura 5).

-— A viabilidade/proliferacéo celular das linhagens celulares de céncer de
mama, MCF-7, cancer de colon uterino, HeLa e cancer de ovario, OVCAR-3 foi
verificada apos o tratamento por 48 horas com hrBDNF nas doses de 1, 10 e
100 ng/mL através do método de MTT. A proliferagdo celular foi
significativamente promovida pelo tratamento com BDNF nas células de cancer
de ovario, mas nao teve efeito significativo nas células de mama e de colo do
Gtero (Figura 6). Os resultados dos efeitos do antagonista Trk K252a, nas
doses de 10, 100 e 1000 nM, s&o mostrados na Figura 7. O tratamento com
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K252a inibiu significantemente o crescimento celular dos trés tipos de tumores
femininos analisados.

Em conjunto, esses resultados demonstram pela primeira vez que
BDNF/TrkB podem estimular a viabilidade e o crescimento celular, enquanto o
uso de blogueadores de BDNF/TrkB pode produzir efeitos antitumorais em
células de cancer de mama, colo de utero e ovario.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengéo nas modalidades apresentadas e em outros

variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicagées
COMPOS!QAO COMPREENDENDO AGENTES MODULADORES ANTI-

TUMORAIS, METODO DE MODULAGAO DE TUMORES UTILIZANDO AGENTES
MODULADORES E UsO DE AGENTES MODULADORES DE BDNF/TRKB

5

20

25

PARA MODULACAO DA RESISTENCIA A AGENTES ANTITUMORAIS

. Uso de agentes moduladores de BDNF/TkrB caracterizado por ser

para preparagdo de medicamentos moduladores da resisténcia a
agentes antitumorais.

. Uso de agentes moduladores de BDNF/TkrB caracterizado por ser

para preparagdo de medicamentos para o aumento de resposta
antitumoral e/ou modulagéo do sinergismo entre farmacos.

. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 ou 2,

caracterizado pela modulagdo de BDNF e/ou a modulagdo da
interacdo BONF/TrkB compreender o uso de moduladores de GRPR
efou EGFR efou TrkB.

. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagGes 1 ou 2 ou 3,

caracterizado pela modulagdo de BDNF efou a modulagdo da
interagéo BDNF/TrkB compreender o uso do modulador k252-a.

. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 ou 2,

caracterizado pelo tumor a ser modulado ser o cancer de célon:

. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindica¢gbes 1 ou 2,

caracterizado pela modulagdo do sinergismo ocorrer em agentes

antitumorais.

. Composicdo moduladora de resisténcia a agentes antitumorais

caracterizada por compreender:

a) de 0,0001% a 99,9999% de agentes moduladores de
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Figura 3:

Figure 3C, 3D
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Figura 6A:
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Figura 6C
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Figura 7B
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Resumo
COMPOSIGAO COMPREENDENDO AGENTES MODULADORES ANTI-
TUMORAIS, METODO DE MODULACAO DE TUMORES UTILIZANDO AGENTES
MODULADORES E UsO DE AGENTES MODULADORES DE BDNF/TRKB
5 PARA MODULAGAO DA RESISTENCIA A AGENTES ANTITUMORAIS

A presente invencdo descreve um novo e inventivo uso de agentes
moduladores para a preparacéo de medicamentos para tratamento de tumores,
composigbes compreendendo agentes moduladores anti-tumorais e método de

10 modulagéo de tumores utilizando agentes moduladores. Mais especificamente
descreve a modulacdo de BDNF/TkrB como modulador da resisténcia a
agentes antitumorais. A presente invencdo se situa no campo da medicina,

guimica e bioquimica.
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