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RESUMO

O peptideo liberador de gastrina (GRP) age como potente mitdgeno em
tecidos neoplasicos pela ativacdo do seu receptor (GRPR), que é super expresso
em estagios avancados de neuroblastoma humano. GRPR knockdown ou
antagonistas de GRPR mostraram inibir o crescimento de neuroblastoma.

Investigou-se, em condicfes experimentais, que os antagonistas de GRPR
podem promover, em vez de inibir o crescimento de células de neuroblastoma. O
antagonista do GRPR, RC-3095 em 0,1 nM inibiu, enquanto a concentracédo de 100
nM estimulou a proliferacdo de células de neuroblastoma murino Neuro2a, in
vitro. Os efeitos proliferativos de RC -3095 no crescimento celular foram impedidos
pelo inibidor de deacetilase de histona (HDI), butirato sédico (NAB).

Estes resultados fornecem a primeira evidéncia de que um antagonista do
GRPR pode estimular o crescimento de células cancerosas, e sugerem que o0 GRPR
pode interagir com 0s mecanismos epigenéticos na regulacdo do crescimento de

células do neuroblastoma.

Palavras-chave: RC-3095, receptor do peptideo liberador de gastrina, butirato
sbédico, inibidores de deacetilase de histona, mecanismos epigenéticos,

neuroblastoma.



INTRODUCAO

O neuroblastoma € o tumor soélido extracranial mais comum em criangas,
representando 9-10% dos canceres pediatricos. Origina-se de células da crista
neural associadas ao sistema nervoso parassimpatico. E marcado pela sua
heterogeneidade, e parte dos tumores tende a regredir espontaneamente ou
progredir rapidamente. Seu desenvolvimento depende da sinalizacdo do complexo
de neurotrofinas (fator de crescimento neuronal, fator neurotréfico derivado do
cérebro e neurotrofina 3) com seus receptores tirosina cinase (TrkA, TrkB, TrkC,
respectivamente).

As caracteristicas genéticas como status de ploidia, amplificacbes de
oncogenes ou perda alélica tem sido correlacionadas em investigacdes clinicas de
neuroblastoma. Além disso, ha uma forte associacéo entre TrkB e a amplificacdo de
MYCN na inducao de sobrevivéncia celular.

O peptideo liberador de gastrina (GRP) € um mitdgeno e a super expressao
de seu receptor (GRPR) na superficie celular pode estar associada com o
comportamento mais agressivo e baixo prognoéstico em linhagens celulares. RC-
3095 é o antagonista de GRPR, o qual apresenta favoravel toxicidade e atividade
antitumoral em modelos pré-clinicos.

Mecanismos ocorrentes apos a traducdo de genes sdo chamados de
epigenéticos. A interacdo entre o DNA e proteinas histonas controla a ativacdo ou
repressdo da transcricdo de genes. Em céancer, diversas vias de sinalizacao
intracelular estdo relacionadas com histonas deacetilases (HDAC) e histonas
acetilases (HAT). O desequilibrio provocado pela acetilacdo e deacetilagcdo de

histonas esta presente em diversos tipos de neoplasias.



Em neuroblastoma apesar de a sobrevida global ser menos de 40% mesmo
com uma terapia intensiva multimodal, moduladores epigenéticos estdo sendo
associados a terapias padrdo, pois o tratamento com inibidores de histonas

deacetilases oferecera melhor acesso dos agentes citotoxicos ao DNA.



REVISAO DA LITERATURA

NEUROBLASTOMA

Neuroblastoma € o tumor soélido extracranial pediatrico mais comum em
criangas, para o qual o prognostico é variavel e amplamente dependente da biologia
do tumor (Brouder GM, 2003; Maris JM et al, 2007). Representa 9-10% dos tumores
pediatricos e permanece altamente letal apesar de seu tratamento agressivo, com
taxa de mortalidade excedendo 50% (Castel V et al, 2007). Origina-se de uma
linhagem simpaticoadrenal da crista neural e, por isso, 0s tumores podem
desenvolver em qualquer lugar do sistema nervoso simpatico. A maioria dos tumores
(65%) ocorre dentro do abdémen, com até metade desses surgindo na medula
adrenal. Aproximadamente metade dos pacientes apresenta evidéncias de
metastases hematoldgicas (Maris JM et al, 2007).

A sobrevivéncia de criancas em estagios avancados da doenca permanece
abaixo com significativa morbidade em longo prazo - a alta morbidade deve-se do
recebimento de dose intensivas de terapia em uma idade jovem. Ao contrario de
neoplasias sélidas adultas que geralmente surgem em tecidos totalmente
diferenciados, neuroblastoma e outras neoplasias embrionarias surgem durante o
desenvolvimento normal de tecidos (Shusterman S. & Maris JM, 2005).

A clinica de neuroblastoma €é marcada pela heterogeneidade, com
probabilidade de cura variando amplamente de acordo com a idade ao diagndstico,
extensdo da doenca e a biologia do tumor. Um subconjunto de tumores passara por
regressdo espontdnea enquanto outros mostrardo severa  progressao.

Aproximadamente metade de todos os casos atualmente é classificada como alto



risco por recidiva da doenca, com taxa de sobrevida global menos de 40% apesar da
terapia intensiva multimodal.

A categorizacao de neuroblastomas € determinada pelo grau de diferenciacéo
celular do tumor. Os tumores pouco diferenciados, com neuroblastos abundantes
sdo classificados como neuroblastomas, enquanto tumores benignos bem
diferenciados com células ganglionares maduras e neuroblastos esparsos sao
descritos como ganglioneuromas (Hicks MJ et al., 1995). Ganglioneuroblastomas &
uma categoria intermediaria possuindo caracteristicas de ambos, os neuroblastomas
imaturos e ganglioneuromas diferenciados (Peuchmaur M. et al.,, 2003). Esses
tumores regridem espontaneamente, particularmente em criangas, ou maturam em
ganglioneurdnios benignos (Brouder GM, 2003).

Os sintomas mais comuns de neuroblastoma sao: dor (frequéncia de
ocorréncia de 34%), febre (28%) e perda peso (21%); os sintomas dependem da
massa do tumor e da extensdo de metastases. Alguns neuroblastomas sao
assintomaticos e detectados acidentalmente. No entanto, existem alguns sintomas
raros caracteristicos e.g. paralisia dos membros inferiores devido a extensdo de um
tumor primario (4%); diarréia severa refrataria ao tratamento padrdo, devido a
producdo de peptideo intestinal vasoativo (VIP) pelas células tumorais (4%);
encefalopatia cerebelar aguda, caracterizada por ataxia cerebelar (2,8%); sindrome
de Horner, freqientemente presente em pacientes com lesdes nos ganglios
simpaticos da coluna cervical ou toracica superior (1,7%); hipertensao arterial, rubor
e periodos de excessiva sudorese, ocasionalmente, causado pelo aumento as
concentracdes de catecolaminas (0,2%) (Schwab M et al, 2003).

Tumores favoraveis (benignos) sado caracterizados por cariétipos quase

triploides com ganho completo em cromossomos. Esses tumores raramente tém
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rearranjos estruturais e geralmente expressam o receptor de neurotrofina, TrkA.
Pacientes com esses tumores incidem mais frequentemente crian¢gas com menos de
um ano de idade, sdo tumores localizados e com bom prognéstico (Brouder GM,
2003).

Tumores desfavoraveis (malignos) sao caracterizados por mudancas
estruturais, incluindo delecbes de 1p ou 11g, ganho desbalanceado de 17q e/ou
amplificacdo do protooncogene MYCN. Podem também expressar o receptor de
neurotrofina, TrkB e seu ligante, BDNF. Esses pacientes tém geralmente idade
acima de um ano, estagios de doenca mais avancado e pior progndstico,

necessitando de tratamento agressivo (Brouder GM, 2003).

NEUROBLASTOMA E NEUTROFINAS

O desenvolvimento de células originadas do sistema nervoso simpatico
parcialmente depende de complexos neurotréficos. Os receptores de neurotrofinas
(NTRK1, NTRK2, NTRKS3, codificantes de TrkA, TrkB, TrkC, respectivamente) e seus
ligantes (NGF, BDNF e neurotrofina-3, respectivamente) sdo importantes
reguladores de sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo de células neuronais
(Nakagawara A., 2001). A alta expresséo de TrkA esta presente em neuroblastomas
com prognostico favoravel, que frequentemente regridem espontaneamente
(Nakagawara A et al., 1992; Nakagawara A. et al.,1993; Suzuki E. et al.,1993;
Kogner P. et al.,1993). A sinalizagdo de NGF/TrkA provoca diferenciacdo ou
regressdo no microambiente de neuroblastomas favoraveis. Mais recentemente,
uma variante oncogénica de TrkA (TrkAlll) foi identificada por antagonizar a

sinalizacdo anti-oncogénica NGF/TrkA e promover crescimento tumoral (Tacconelli
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A. et al., 2004). TrkB é comumente expresso em neuroblastomas biologicamente
desfavoraveis. Embora uma isoforma truncada sem o dominio catalitico de tirosina
cinase estaria expressa em tumores favoraveis, TrkB em seu comprimento total &
expresso com seu ligante, BDNF, predominantemente em tumores com amplificacédo
MYCN (Nakagawara A. et al., 1994). A co-expressao pode incluir uma sinalizacéo de
sobrevivéncia autdcrina ou paracrina que promove resisténcia quimioterapica e
metastases através de anoikis (Nakagawara A. et al., 1994; Douma S. et al., 2004).
O TrkC é expresso em neuroblastomas em niveis variaveis, mas seu ligante
preferencial, neurotrofina 3, € quase indetectavel em neuroblastomas primarios

(Yamashiro D.J. et al.,1997).

ASPECTOS GENETICOS EM NEUROBLASTOMA

As mudancas genéticas especificas que tém sido identificadas nos permitem
classificar os tumores em subconjuntos com caracteristicas bioldgicas e
comportamento clinico. De fato, certas anormalidades genéticas sdo poderosas
preditoras de resposta a terapia, e desta maneira, tornam-se componentes
essenciais na caracterizagcdo do tumor no diagnostico. Assim, neuroblastoma serve
como um modelo de tumor sélido em gque as analises genéticas e biolégicas das
células tumorais fornecem informacfes importantes que guiam o manejo dos
pacientes (Brouder GM, 2003).

Os genes tumorais mais comumente alterados na carcinogénese de adultos
(TP53, CDKN2A, Ras) sao raramente aberrantes em neuroblastoma, com excecao

de MYCN.

Muitas caracteristicas genéticas como status de ploidia, amplificagbes de
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oncogenes ou perda alélica tem sido correlacionados com os resultados clinicos. O
conteudo de DNA em neuroblastoma se divide em duas grandes categorias: quase
diploide ou hiperploide (quase triploide). Modelos genéticos em neuroblastoma
sugerem que tumores menos agressivos tém um defeito fundamental em mitose
associada com o ganho e perda no cromossomo, o0 qual poderia explicar porque um
tumor quase triploide parece ser favoravel. Reciprocamente, neuroblastomas mais
malignos tem um defeito fundamental na estabilidade gendmica, resultando em
rearranjos cromossomais, translocacfes desbalanceadas e manutencdo do
conteado de DNA quase diploide (Brouder GM, 2003). A amplificacdo € uma das
principais vias moleculares na qual o potencial oncogénico de protooncogenes é
ativado durante a tumorigénese. Delecbes alélicas em neuroblastoma séao
comumente causadas pela perda de heterozigosidade (LOH) das diferentes regides
do 1p (Schwab M. et al., 1996). Aproximadamente 2/3 de neuroblastomas de estagio
avancado tem contetdo diploide de DNA e sdo frequentemente quimiorresistente.
(Look A.T. et al., 1984). A aberracdo genética mais consistentemente associada com
baixo resultado em neuroblastoma é a amplificacdo de MYCN, esta ocorre em
aproximadamente 20% dos tumores primarios e esta fortemente correlacionada com
estagio avancado da doenca e falha no tratamento (Brouder GM et al., 1984). O
protooncogene MYCN forma um heterodimero com MAX e este complexo protéico
funciona como um ativador transcricional. Na auséncia de MYCN (ou MYC), MAX
forma um homodimero que é transcricionalmente repressivo. A expressdao de MYCN
evoca potentes pontos de checagem que agem como barreiras para tumorigénese
de modo que neuroblastos com essa amplificacdo podem contornar sua selecao
pela perda de reguladores chave de pontos de checagem, conduzindo a um fenétipo

altamente maligno (Goldsmith K.C. & Hogarty M.D., 2005; Nilsson J.A. et al., 2005).
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Apenas poucos alvos de MYCN sado conhecidos, por exemplo, ornitina
descarboxilase (ODC), proteinas de manutencdo (MCM7) e proteinas resistentes a
multidrogas (MRP1) (Norris M.D. et al., 1997; Shohet J.M. et al.,, 2002), mas a
ativacdo desses genes conduz para a progressao atraves da fase G1 do ciclo
celular. Embora MYCN tenha uma meia-vida curta, os altos niveis de estado de
equilibrio (aproximadamente 100 vezes maior que células normais) amplificados em
células tumorais provavelmente asseguram que as células permanecam no ciclo e

nao entrem GO (Nakagawara A. et al.,1992).

Delecbes do braco curto do cromossomo um (1p) podem ser identificadas em
25-35% de neuroblastomas. Essas delecbes correlacionam-se ndo s6 com a
amplificacdo de MYCN, mas também com estagios avancados da doenca (White
P.S. et al. 1995; Martinsson T. et al., 1995; White P.S. et al. 2001; White P.S. et al.,
2005). Entretanto, 0s genes presentes no cromossomo 1p envolvidos na patogénese
de neuroblastoma nao tém sido identificados apesar de intensivas investigagoes.
Evidéncias sugerem que a perda alélica de 1p36 prediz aumento ao risco ou recidiva
em pacientes com tumores localizados (Gehring M. et al., 1995; Caron H. et al.,
1996; Maris J.M. et al., 2002; Spitz R. et al., 2002).

A perda alélica de 11q esta presente em 35-45% de tumores primarios (Guo
C. et al,, 1999; Spitz R. et al.,, 2003). Um ganho adicional de 1-3 copias no
cromossomo 17q, frequentemente através de uma translocagéo desbalanceada com
cromossomo 1 ou 11, pode também estar correlacionado com um fenétipo mais

agressivo (Bown N. et al., 1999).

O historico familiar de neuroblastoma é identificado em 1-2% dos casos

(Maris, J.M. & Tonini, G.P., 2000; Shojaei-Brosseau T. et al., 2004), é uma heranca
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autossomal dominante com penetrancia incompleta. A média de idade do
diagnoéstico de pacientes com neuroblastoma de origem familiar € de nove meses,
0S quais contrastam com a meédia de idade de aproximadamente 18 meses na
populacdo em geral. Até 20% dos pacientes com neuroblastoma de origem familiar
tem tumores priméarios multifocais ou tumores bilaterias adrenais (Kushner B.H. et

al.,1986; Maris J.M. & Matthay K.K., 1999).

Andlises genéticas tradicionais tem identificado no braco curto do
cromossomo 16p, uma provavel predisposicdo, embora nenhum gene causal foi
identificado (Maris J.M. et al, 2002). A predisposicao é geneticamente heterogénea e

a iniciacdo de tumorigénese necessitaria de multiplas alteracdes.

TERAPIAS EM NEUROBLASTOMA

Os meétodos de tratamento usados nos pacientes portadores de
neuroblastoma incluem cirurgia, quimioterapia, radioterapia. Os principais alvos da
intervencao cirdrgica sdo: a completa resseccdo do tumor, estadiamento por exame
e bidpsia de estagio avancado da doenca. A radioterapia tem se mostrado bem
sucedida na diminuicdo da taxa de recidiva local de neuroblastoma de alto risco.
Essa também tem sido utilizada conjuntamente com a quimioterapia, a fim de
melhorar a ressecabilidade da doenc¢a em estdgio avancgado.

Muitos pesquisadores sugerem um potencial mecanismo imunolégico de
regulamentacao tumoral para explicar a regressdo espontanea do tumor. O conceito
de células imunoldgicas “programadas" contra antigenos em células tumorais tem
recebido grande interesse pela comunidade cientifica. Os retindides mostraram-se

modular a principal via da classe de histocompatibilidade I, através da apresentagcéo
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de linfocitos citotdxicos (Vertuani S. et al., 2003).

Quase metade de todos o0s pacientes com neuroblastoma apresenta
disseminacéao da doenca no diagnostico. A maioria dos pacientes com estagio 4S de
doenca (criancas abaixo de um ano de idade com hiperploidia, histologia favoravel,
tumores com apenas uma copia de MYCN) dividem-se na categoria de baixo risco
com uma probabilidade de 85% a 92% na sobrevida global. Entretanto pacientes
diagnosticados nos primeiros dois meses de vida parecem vulneraveis para o
comprometimento respiratorio e uma progressiva hepatomegalia (Katzenstein H.M.
et al., 1998; Nickerson H.J. et al., 2000).

Nas ultimas duas décadas, tentativas tem sido feitas para melhorar resultados
em pacientes com alto risco através da inducéo de terapia intensiva. Comumente,
agentes usados incluem cisplatina, etoposideo, doxorrubicina, ciclofosfamida e
vincristina (Cheung N.K. et al., 2001). A combinacdo de topotecan e ciclofosfamida
tem sido usada na recidiva por mais de uma década, e recentes estudos piloto tem
mostrado viabilidade de integracdo desta combinacdo em um regime de inducao
agressivo (Park J. et al., 2006). Inibidores de topoisomerase 1 e irinotecano sao
frequentemente utilizados no inicio da recidiva por causa de sua eficacia e seu perfil
de toxicidade toleravel (Wagner L.M. et al., 2004; Vassal G. et al., 2003; Saylors R.L.
et al., 2001; Langler A. et al., 2002). A eficacia de topotecano é intensificada quando
combinada com baixas doses de ciclofosfamida (London W.B. et al.2010). A
combinacéo de irinotecano e temozolamida é bem tolerada e a eficacia esta sendo
estudada.

CEP-701, uma pequena molécula inibidora de tirosina cinase (Trk), tem
mostrado ter um efeito substancial de inibicdo de crescimento em neuroblastoma in

vivo (Evans A.E. et. al., 2001; Evans A.E. et al., 1999) e ensaios clinicos de fase |
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estdo em andamento. Outros inibidores de tirosina cinase, incluindo inibidores do
receptor do fator de crescimento epidermal, podem ter atividade contra
neuroblastoma (Ho R et al., 2005) e estdo entrando em ensaios clinicos. Imatinibe
mesilato tem sido estudado em neuroblastoma porque alguns tumores parecem
expressar c-kit, PDGFR (Beppu K. et al. 2004).

Varios novos agentes, especialmente alvos Unicos de neuroblastoma podem
ser efetivos para eliminar a doenca residual. Os retindides sdo componentes de uma
classe conhecida por induzir diferenciacdo terminal de células de neuroblastoma in
vitro (Sidell N., 1982; Garattini E. et al.,, 2007). Na conclusédo do tratamento,
catecolaminas urinarias e estudos de imagem podem ser usados para monitorar a
recorréncia tumoral.

O silenciamento epigenético de genes que séo cruciais para inducdo de morte
celular programada, assim como caspase-8, parece ocorrer frequentemente em
neuroblastoma (Teitz T. et al., 2000). Além disso, agentes desmetilantes, como
decitabina s&o atualmente estudados. Inibidores de histonas deacetilases tem
também mostrado atividade pré-clinica contra neuroblastoma (Jaboin J. et al.,2002;
Coffey D.C. et al.,, 2001). Até trés inibidores de histonas deacetilases estdo
atualmente em ensaios clinicos para pacientes refratarios portadores de tumores
sélidos. Inibidores de proteinas de choque térmico 90 (HSP90) estdo em evidéncia
por causarem alteracdo na funcdo de moléculas associadas com o crescimento
celular de neuroblastoma e proliferagéo, incluindo o receptor do fator de crescimento
de insulina tipo I, AKT e TrkB (Bagatell R. et al., 2005; Yang Z.F. et al., 2005). Como
a expansdo de novas drogas esta aumentando, a importancia de seguranca
biolégica e a evidéncia de eficacia em modelos pré-clinicos ajuda a priorizar o

desenvolvimento de drogas.
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PEPTIDEO LIBERADOR DE GASTRINA (GRP) E SEU RECEPTOR (GRPR)

Receptores de fatores de crescimento estdo envolvidos em todos os passos
da progressdo tumoral, angiogénese, invasdo local e metastases. Além disso, a
superexpressao de receptores de fatores de crescimento na superficie celular em
células neoplasicas pode estar associada com o comportamento mais agressivo e
prognostico baixo (Perona R., 2006; Flores D.G., 2008).

Os receptores de proteina G-acoplados séo caracterizados por sete dominios
alfa-hélices transmembranicos, representantes da superfamilia de receptores
transmembranas mais ampla no genoma de humanos, C. elegans, camundongos e
Drosophila.

O peptideo liberador de gastrina (GRP), presente em mamiferos, € um
homologo do peptideo encontrado em anfibios chamado bombesina (BB), este é um
dos maiores fatores de crescimento em varios tipos de cancer humano. O receptor
(GRPR) é super expresso em diferentes neoplasias e sua ativacdo estimula o
crescimento tumoral (Oliveira M.S. et al., 2009).

BB €& um dos peptideos biologicamente purificado da pele de um anfibio,
descoberto em 1971 por Anastaci e colegas (Anastaci A. et al., 1971). O primeiro
peptideo em mamiferos semelhante a BB foi isolado do tecido gastrico de porco e
nomeado peptideo liberador de gastrina, devido sua potente acdo na liberacdo de
gastrina (Mcdonald et al., 1979). Além disso, em 1983 um novo peptideo semelhante
a bombesina foi identificado na coluna vertebral de porcos e nomeado neuromedina
B (NMB). BB é um peptideo de 14 aminoacidos, enquanto GRP e NMB contem 27 a

32 residuos de amino&cidos em suas formas maturas, respectivamente (Cornelio D.
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B. et al., 2007; Flores D.G. et al., 2009; Jensen R.T. et al. 2008).

GRP e BB dividem uma sequéncia altamente conservada de 7 aminoacidos, a
qual é requerida para imunogeneticidade e alta afinidade pelo seu ligante, o receptor
de GRP (GRPR) (Chu K.U. et al., 1995).

GRPR medeia uma variedade de respostas celulares, incluindo modulacéo da
contracdo de musculos lisos, secrecdo de acido gastrico, secrecdo de enzimas
pancreaticas, regulacdo da temperatura corporal, estimulacdo de crescimento
celular. GRP também serve como neurotransmissor no sistema nervoso central e
processos inflamatoérios (Rozengurt E. & Sinnett-Smith J., 1983; Cornelio D.B. et al.,
2007, Oliveira P.G. et al., 2008).

O antagonista de GRPR tem sido desenvolvido como um composto
anticancer, exibindo expressiva atividade antitumoral in vitro e in vivo em tumores
murinos e humanos ( Kahan Z. et al., 2000; Bajo A.M. et al., 2004; Stangelberger A.
et al., 2005; Cornelio D.B. et al., 2007; de Farias C.B. et al., 2009). Particularmente,
a inibicdo de GRPR demonstrou-se interferir com outras sinalizagdes de fatores de
crescimento relevantes como EGF e VEGF (Plonowski A. et al., 2000; Szepeshazi K.
et al.,1999; Cornelio D.B. et al., 2007). As recentes observacdes, que GRP estimula
a angiogénese e que o0 antagonista de GRP bloqueia o crescimento tumoral,
apresentam novas opc¢oes terapéuticas (Martinez E. Z. et al., 2005). RC-3095 € um
antagonista de GRPR, o qual mostrou-se com um perfil de toxicidade favoravel e
atividade antitumoral em modelos pré-clinicos.

Os receptores de GRP se ligam a uma proteina Gaqg (Gq) ativando a
fosfolipase C-B (PLC- B) que cliva o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), resultando na
producédo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) elevando os niveis de

calcio intracelular, e deste modo, ativando cascatas de proteinas cinases (MEK,
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ERK) que podem levar a liberacdo de cromogranina-A (CGA), um marcador tumoral,
para 0 meio extracelular (Roesler R. et al., 2006a; Roesler R. et al., 2006b;
Roesler R. et al., 2004). Todos os receptores GRP caracterizados até o momento
sdo proteinas de ligacdo ao nucleotideo guanina (proteina G) acoplada, que tem
sete dominios transmembrana, e ativa a fosfolipase C aumentando as
concentracdes intracelulares de fosfatos de inositol, diacilglicerol e céalcio (Rozengurt
E., 1998). Outros mediadores intracelulares ativados por receptores de GRP incluem
proteinas ativadas por mitdégenos, cinase de adeséao focal, fosfatidilinositol 3-cinase
e em algumas situacdes, resposta AMP ciclico (Farias C.B. et al., 2008; Patel O. et
al., 2004; Rozengurt E., 2002; Qu X. et al., 2002).

Observa-se, a nivel molecular, que p53 e o0 alvo downstream de p21 sdo
super expressos pelo GRP knockdown, levando a uma diminuicdo da ativacdo do
regulador da proliferacéo celular, ERK. O silenciamento de GRP promove apoptose
em células de neuroblastoma e melhora os efeitos citotoxicos de quimioterapicos
pela ativacdo da morte celular mediada por mecanismos de sinalizacéo de p53 (Paul
P. et al. 2010).

A estimulacdo de bombesina/GRP ativa a adenilato ciclase, levando a um
aumento intracelular de adenosina 3,5-monofosfato ciclico (AMPc), que estimula a
expressao de c-fos e c-myc e promove a mitogénese em células de Swiss 3T3
(Benya R.V. et al., 1994) .

O sistema de GRPR parece ter uma interagdo funcional com
neurotransmissores e outros sistemas de receptores (GABA, dopamina e receptores
de glicocorticéides) implicados na patogénese da esquizofrenia, doenca de
Parkinson, e na mediacdo da ansiedade e respostas ao estresse. Além disso,

recentes evidéncias indicam que medicamentos que agem no GRPR devem ser
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instrumentos potenciais para o tratamento da disfuncdo de memodria associada a
doenca de Alzheimer (Roesler R. et al., 2006b). GRP também tem sido implicado
nos processos de inflamacao (Cornelio D. B. et al. ,2007).

Bombesina estimula precocemente os mecanismos de transducédo de sinal
em linhagens celulares humanas de cancer de mama MCF-7 (Patel K.V. et al.,
1990). O efeito trofico sobre o crescimento celular foi estabelecido na mucosa
intestinal normal (Chu K.U. et al., 1995) e no pancreas (Parekh D. et al., 1994), bem
como em pulmao ( Alexander R.W. et al., 1988), estdbmago (Bold R.J. et al., 1998;
Kim H.J. et al.,, 1996), célon (Narayan S. et al.,, 1990), mama (Burns D.M. et al.,
1999) e préstata (Bologna M. et al., 1989; . Logothetis C. et al., 1992).

Os antagonistas sintéticos sdo produzidos para ligar-se com alta afinidade
aos receptores, bloqueando as vias de sinalizagcdo. Muitos antagonistas do GRP
foram sintetizados e testados. Schally et al. realizaram varios estudos com o RC-
3095 e RC-3940-Il. Eles demonstraram que os antagonistas do GRP inibem o
crescimento do andrégeno-independente da linhagem de celular de cancer de
prostata PC-3, in vivo, exercendo, possivelmente, um efeito inibitério direto no
crescimento do tumor através de uma regulacdo dos receptores EGF (Jungwirth A.
et al., 1997).

O estudo de fase I, recentemente realizado em nossa instituicdo determinou a
seguranca e a viabilidade na administracdo subcutanea de RC-3095 em 25
pacientes com tumores solidos avancados (Schwartsmann G. et al., 2006). As doses
foram administradas uma vez ou duas vezes por dia, variando de 8 a 96 pg/kg. A
toxicidade observada foi apenas um desconforto no local da injecdo em doses
maiores. A administragdo de uma dose Unica de RC-3095 em sua maior

concentracdo (96 pg/kg) foi testada em um individuo hipergastrinémico com a
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sindrome de Zollinger-Ellison e produziu uma diminuicdo de gastrina plasmatica
abaixo de 50% dos niveis basais em 6 h (Cornelio D. B. et al.,2007).

O GRP age como um fator de crescimento autocrino para neuroblastomas
(Kahan Z. Et al.,2000). Em um estudo realizado, o tratamento com GRP induziu a
fosforilacdo mediada por PI3K da GSK-3f e a inibicdo resultante, levou ao acumulo
nuclear de ciclina D, que promove a progressao do ciclo celular (Chu K.U. et al.,
1995). A via PI3K/Akt mostrou-se ser importante na regulacdo da transcricdo e
traducdo do gene da ciclina D (Chu K.U. et al., 1995). A fosforilacdo de Akt pelos
inibidores de cinase dependentes de ciclina, p21 e p27 induz também a progressao
da fase G1 / S. Uma vez fosforilados, p21 e p27 sao translocados e levadas ao
citoplasma; p27 também pode sofrer protedlise pela estimulacéo indireta de Akt (Chu
K.U. et al., 1995; Rajpal S. & Venuk A.P., 2006). O RNA mensageiro de GRPR esta
presente em linhagens celulares de neuroblastoma e o tratamento com GRP
estimulou o crescimento de linhagens celulares humanas in vitro. Este efeito foi
inibido em células SK-N-SH pelo pré-tratamento com o anticorpo GRP. Sebesta et
al. analisaram 19 amostras de neuroblastomas humanos ressecados, com a
intencdo de relacionar a expressao com GRP e outros indicadores conhecidos de
pior prognostico. GRP e GRPR estavam qualitativamente presentes em todas as
amostras, independentemente da idade do paciente ou do estadgio da doenca.
(Cornelio D. B. et al., 2007; Gustafson W. C. et al., 2005).

GRP ativa a producéo de calcio através do sistema de segundo mensageiro
em células de neuroblastoma, a qual foi bloqueada pelo tratamento prévio com
BIM26226 (antagonista GRP-R especifico) (Kim S. et al., 2002). No entanto,
algumas linhagens de células de neuroblastoma nao responderam completamente

ou falharam ao mostrar o aumento intracelular de Ca®" mediante ao tratamento de
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GRP. Isso implica que os sinais de outras possiveis rotas provém de transducao e
podem estar envolvidas na resposta de estimulacdo com GRP (Gustafson W. C. et
al., 2005). Uma possibilidade para proliferacdo de células ndo mediada por Ca?*
pode ser a comunicacao cruzada entre as vias classicamente vinculadas para outros
receptores, como o0 Ras/Raf/proteina ativada por mitégeno cinase (MAPK) ou
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K)/via sinalizacdo de Akt, conhecida por estimular a

proliferacéo celular em outros sistemas (Gustafson W. C. et al., 2005).

HISTONAS DEACETILASES (HDAC)

A cromatina presente no ndcleo de células eucaritticas sofre modificagcdes em
sua estrutura e a composicdo quimica. Posteriormente, com a diferenciacdo das
células essas modificacbes conduzem a diversos padrdes de expressao genética e
diferencas na funcéao celular (Duncan E.M. et al., 2008 ). Tais modificacbes pos-
traducionais sdo chamadas de processos epigenéticos e mudancas na expressao
génica sdo herdadas, sem alteracdo da sequéncia de nucleotideos (Glaser K.B.,
2007). Essas modificacbes na cromatina, incluindo DNA e histonas ou outras
proteinas associadas a cromatina compreendem a metilacéo, acetilacdo, fosforilagéo
ou a ligacdo de ubiquitina (Zheng Y.G. et al., 2008; Strietholt S. et al., 2008).
Modulacdes epigenéticas sdo importantes para a compreensao da regulacdo de
informacdes genéticas (Marmorstein R.,2001; Khan N. et al., 2008; Ocker M. &
Schneider-Stock R., 2007; Porcu M. & Chiarugi A., 2005). Mecanismos epigenéticos,
incluindo acetilacdo e deacetilagdo das histonas, fornecem controle adicional na
expressao de genes em nivel da cromatina (Minucci S. & Pelicci G., 2006; Stimson

L. & Thangue N.B. La, 2009; Finnin M.S. et al., 1999).
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A organizacdo da cromatina é crucial para a regulacdo da expresséo génica.
Em particular, porque o posicionamento e as propriedades dos nucleossomos
influenciam na transcricdo especifica em resposta a sinais extracelulares e
intracelulares (Kouraklis, G & Theocharis, S, 2002).

Histonas estdo entre as proteinas mais conservadas evolutivamente e mais
abundantes no DNA em células eucarioticas. As interacdes entre o0 DNA e as caudas
N-terminais das histonas controlam a ativacdo ou repressdo da transcricdo de
genes, além disso, diversas modificacbes quimicas podem alterar o status de
histonas na transcricdo génica. Desordens na acetilacdo podem ser devido a
hiperacetilacdo e concomitante derepressdo de promotores normalmente reprimidos,
conduzindo a presenca de um conjunto de proteinas inapropriadas. (Kouraklis, G &
Theocharis, S, 2006).

A acetilagdo, adicdo do residuo acetii nas caudas N-terminais dos
aminoacidos de lisina das histonas, esta em equilibrio devido a presenca de duas
enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e as histonas deacetilases (HDAC).
Genes que codificam enzimas HAT sao translocados ou amplificados, super
expressos ou mutados em diferentes tipos de cancer (Kouraklis, G & Theocharis, S,

2006).
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Fig. 1. A regulacdo da expressao génica por histona deacetilase (HDAC) e histona
acetiltransferase (HAT). Na estrutura da cromatina, o DNA (curva espiral) é

envolvido pela histona (cilindro).

Estes compostos pertencem a uma familia de pequenas moléculas
promissoras baseada em terapias anti-cancer (Bertrand P., 2010).

A acetilacdo induz a uma abertura na estrutura da cromatina e acentua a
capacidade da proteina ao interagir com o DNA e outras estruturas protéicas. Esta
conformacao aberta permite aos fatores de transcricdo o acesso a seus promotores,
facilitando o processo de expressao génica (forma ativa) (Hoshino I. & Matsubara H.,
2010). Esse relaxamento pode ser revertido pela atividade de HDAC (forma inativa)
(Bertrand P., 2010).

O excesso no nivel de deacetilacdo aumenta a densidade de carga sobre as
caudas N-terminais das histonas, fortalecendo assim a interacdo da ligacdo entre
histona e DNA (Ellis L. et al., 2008). Ha associacdo de histonas a patologias, e.g.
cancer, por promoverem a repressdo de genes na regulacdo dos tumores,
especificamente, com o downregulation de genes pré-apoptéticos, especialmente
em células tumorais (Enokida H. & Nakagawa M., 2008; Kanao K. et AL., 2008). A
atividade de inibidores de HDAC (HDIs) resultou em um aumento do nivel de
acetilacdo em histonas, promovendo, por sua vez a re-expressdo de genes
regulatérios silenciados.

Além disso, uma série de proteinas citoplasmaticas, incluindo tubulina e
HSP90, j& demonstraram ser acetilados por HDAC (Budillon A. et al., 2007; Fiskus

W. et al., 2008; Fiskus W. et al., 2007; Catalano M.G. et al., 2007; Simms-Waldrip T.
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et al., 2008). Portanto, HDACs nao s6 modulam a estrutura e dinamica da cromatina,
mas também desempenham um papel fundamental na regulacdo de outros
processos celulares como motilidade celular, endocitose e sinalizacdo do receptor
de membrana (Walkinshaw D.R. & Yang X.J.,2008).

Ha evidéncias que sugerem que a atividade alterada de HDAC pode
desempenhar um papel determinante tanto em tumorigénese quanto na metastase
(Glozak M.A. & Seto E.,2007), atraves das seguintes atividades:

e Hipoacetilagdo de histona: caracteristica da maioria dos canceres (Bhaumik
S.R. et al., 2007).

e Em leucemias, HDACs apresentam expressao, freqientemente, aberrante
para promotores de expressao génica de proteinas derivadas da fusdo em
translocagcées cromossOmicas (Lin R.J. et al., 2001; Minucci S & Pelicci
P.G.,2006).

e A superexpressdo de HDACs especifica ocorre em varios tipos de cancer, e 0
crescimento de linhagens celulares derivados destes tumores € reprimida por
pequenos knockdown de RNA interferéncia (SiRNA) mediada pela super
expressao de HDAC (Bolden J.E. et al., 2006).

e A expressdo de HDACs pode bloquear a funcdo dos genes supressores de
tumor, como p53 (Tang Y. et al., 2008).

e Além de afetar a estrutura da cromatina e a expressao dos genes que
regulam a estabilidade genbmica, HDACs tem como alvo, reguladores
oncogénicos, como a Hsp90, que sdo importantes para o desenvolvimento
cancer (Kovacs J.J. et al.,2005; Bali P. et al., 2005).

O recrutamento de HDAC por DNA metiltransferase e por proteinas

especificas ligantes de metil diminuem a transcrigdo induzindo uma represséo da
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cromatina (Robertson K.D. et al.,2000).

INIBIDORES DE DEACETILASES DE HISTONA (HDI): NOVA PERSPECTIVA
TERAPEUTICA.

A identificacdo de biomarcadores especificos para maximizar terapias € uma
area emergente (Stimson L., La Thangue N.B., 2009). Inicialmente desenvolvidos
como agentes anti-cancer, os inibidores de HDAC (HDI) sdo chamados de
moduladores epigenéticos. Muitos alvos biologicos de HDAC mostraram que estao
envolvidos em diversas vias bioldgicas conduzindo ao cancer e outras doencas
(Bertrand P., 2010).

Duas das principais razdes pelas quais HDIs podem desempenhar papel
chave séo:

1- Sua habilidade de melhorar a eficacia de citostaticos (como &cido

retindico) e,

2- Terem como alvo, genes de transcricdo causadores especificos de

doenca (Garea-Villar A. & Steller M.,2004; Kelly W.K. et al., 2002).

HDIs séo classificados em seis grupos, acidos graxos de cadeia curta, acidos
hidroxamicos, peptideos ciclicos, benzamidas, cetonas eletrofilicas e moléculas
hibridas (Drummond D.C. et al., 2005).

A combinacdo destes agentes com a terapia citotoxica estd em progressao,
pois o tratamento com HDI oferecera melhoria no acesso dos agentes citotoxicos ao
DNA alvo/complexo proteico (Marchion D.C. et al., 2004).

O grupo de cadeia curta de acidos graxos (butirato, fenilbutirato e &cido
valpréico) tornou-se uma preferéncia em pesquisas em cancer, em consideracao por

serem produzidos na fermentacdo bacteriana e encontrados em fibras alimentares
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(Vannini A. et al.,, 2004). Porém, na aplicacao clinica, este grupo tem seu uso
limitado devido a sua alta concentracédo efetivo em milimolar quando avaliados em
células (Hu E. et al.,2003). Em concentra¢cdes micromolar, sdo mais estaveis, sendo
capazes de aumentar a acetilacdo mesmo apo6s 48h. Curiosamente, o uso de acido
suberoilanilico hidroxamico (SAHA) tem sido bem sucedido em estudos de fase Il
para a tratamento do linfoma cutaneo de células T (Duvic M. et al.,2007) e é o
primeiro HDI aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para entrar no
mercado de oncologia clinica.

Os compostos desta classe séo facilmente metabolizados in vivo e
apresentam meia-vida no plasma menor que a de moléculas em outras classes de
HDIs (Tischler JL et al., 2008). Enquanto, butirato sdédico, efetivamente, induz
apoptose em linfoma e leucemia (Filippovich, 1. et al., 1994; Calabresse, C. et al,
1993) inibicdo no crescimento celular em linhagens de cancer de célon (Hague, A.
et al., 1993; Heerdt, B. G. et al., 1994). Mas, ele também pode ter efeito proliferativo
ou protetor em outros tipos celulares, como ceélulas normais de criptas intestinais
(Bartra, H. P. et al, 1993; Sakata, T. 1987; Tutton, R. J. & Barkla, D. H. 1982,
Scheppach, W. et al., 1995) ou neutrofilos (Stringer, R. E . et al., 1996). Os
mecanismos propostos para um possivel efeito de butirato sodico nas células
devem-se a alteracdo na expressao génica - incluindo aqueles genes importantes no
crescimento celular, divisao celular e proliferagdo (Scheppach, W. et al.,1995;
Sealy, L. and Chalkey, R., 1978; Candido, E. P. M. et al., 1978; Boffa, L. C. et
al.,1978; . Kruh, J. et al., 1994; . Foss, F. M. et al., 1989) - elevacdo dos niveis
intracelulares de Ca®* (Orrenius, S. & Nicotera, P. 1994) e AMPc. A concentracdo de
calcio livre no citoplasma € controlada por um amplo nimero de fatores, incluindo

canais/transportadores de Ca?* na membrana plasmatica e nas organelas celulares
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que usam locais de armazenamento de Ca?*. Canais de Ca?* podem ser ativados
por diversos eventos, incluindo despolarizacdo da membrana, fosforilagdo, cinases
dependentes de AMPc e proteinas G-acopladas. A regulacdo dos niveis de Ca*
intracelular ndo ocorre em uma Unica via e frequentemanente, estes elementos
regulatorios estabelecem comunicacéo por diversas vias. Varios grupos de pesquisa
tem demonstrado a super expressdo de AMPc em varios tipos celulares, incluindo
neuroblastoma. Contudo o efeito de butirato de sodio na viabilidade celular varia de
célula para outra (Scheppach, W. et al.,1995; Bartra, H. P. et al., 1993).

Uma compreensdo mais detalhada da base molecular por tras de sua
atividade antitumoral € crucial. Estudos translacionais sdo necessarios para
correlacionar acetilagdo das histonas, a transcricdo génica e a resposta do tumor,
bem como os mecanismos ndo epigenéticos, incluindo a inducdo de espécies
reativas de oxigénio, acetilacao de proteinas de choque térmico 90(HSP90), e o fator
de necrose tumoral relacionado pela inducdo de receptores de ligacdo a apoptose e
a sinalizacao pelo fator nuclear kappa- (Rosato RR, et al., 2005).

Os HDIs, como fenilbutirato, TSA e SAHA induzem expressdo do gene
CDKNI1A, o qual codifica um inibidor da ciclina dependente de cinase (CDK),
p21"WA! (Saito A. et al.,1999; Vrana J.A. et al., 1999). A inducdo de p21VA™! e a
baixa regulacdo de ciclina A correlacionam-se com a diminuicdo da atividade CDK2

e parada do ciclo celular. A inducdo da expressdo de p21"VAF

€ desempenhada
através de um importante, se ndo, determinante papel na parada de crescimento
celular em G1. Células clonadas sem a expressao de p21 ndo pararam em G1, mas
continuaram a sintese de DNA e foram paradas na fase G2/M (Sandor V. et al.,

2000).

O principal processo através do qual HDIs provoca citotoxicidade celular é a
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apoptose (morte celular programada). A apoptose pode ocorrer através das vias
extrinsecas (receptores de morte) ou intrinsecas (caracterizada pela liberacdo de
citocromo C pela mitocondria) (Xu W.S. et al., 2007). Curiosamente, o potente fator
de transcricdo pro-apoptotica, p53, ndo parece ser necessario para apoptose
induzida por HDI. Em vez disso, proteinas pro-apoptoticas, Bax e BH3 sao
necessarias para este efeito (Lindemann R.K. et al., 2007; Subramanian C. et al.,
2005). Alem disso, a super expressao das proteinas antiapoptoéticas, Bcl2 ou Bcly
revoga inducao por HDI (Lindemann R.K. et al., 2007). A apoptose induzida por HDI
depende também do aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), causada pelo
tratamento de HDI. Este fenbmeno provavelmente reflete a incapacidade de células
tumorais para super expressao de tiorredoxina, uma proteina antioxidante, durante
acumulacéo de ROS induzida por HDI (Butler L.M. et al. 2002).

Os HDIs também podem induzir a instabilidade gendmica pela alteracdo de
reparacdo de danos ao DNA (Bhaskara S. et al.,2008) e fazendo com que ocorra
uma catastrofe mitética (desagregacao dos cromossomos por causa de defeitos no
ponto de checagem no fuso mitético). Além disso, em condi¢bes experimentais de
bloqueio de apoptose, HDIs ainda podem induzir morte celular por um processo
dependente de autofagia (Shao Y. et al.,2004). Esta ultima descoberta indica que
HDIs podem ser eficazes contra canceres com defeitos apoptose (Xu W.S. et al.,

2007).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do antagonista do receptor do peptideo liberador de gastrina
(GRPR), RC-3095, ja verificado em linhagens tumorais in vitro e in vivo, de
butirato de sodico (NaB) e da combinagcdo deste antagonista com NaB na
proliferacdo celular de células de neuroblastoma, utilizando-se como modelo

a linhagem celular murino Neuro2a.

Objetivos Especificos

Padronizacdo do cultivo e determinacdo da curva de crescimento celular da
linhagem celular de neuroblastoma murino, Neuro2a,;

Determinacéo das curvas de dose e de tempo do antagonista do receptor do
peptideo liberador de gastrina, RC-3095, e do NaB na linhagem celular de
neuroblastoma murino, Neuro2a;

Avaliacdo da expressdao de GRPR na linhagem celular de neuroblastoma

murino, Neuro2a.
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Abstract

Gastrin-releasing peptide (GRP) acts as an autocrine growth factor for
neuroblastoma and other types of cancer, and its cell-surface receptor, GRPR, is
overexpressed in advanced-stage human neuroblastoma. GRPR knockdown and
GRPR antagonism inhibit the growth of experimental neuroblastoma. Here we show
that a GRPR antagonists promotes rather than inhibits the growth of neuroblastoma
cells. The GRPR antagonist, RC- 3095, at 0.1 nM inhibited, whereas at 100 nM
stimulated proliferation of Neuro2a murine neuroblastoma cells in vitro. The
stimulatory effects were prevented by the histone deacetylase inhibitor (HDACI),
sodium butyrate (NaB). Expression of GRPR mRNA in Neuro2a cells was analyzed
by RT-PCR. These findings provide evidence that a GRPR antagonist can stimulate
the growth of cancer cells, and suggest that GRPR might interact with epigenetic
mechanisms in regulating neuroblastoma cell growth.
Keywords: RC-3095; Gastrin-releasing peptide receptor; Sodium butyrate; Histone

deacetylase inhibitors; Epigenetic mechanisms; Neuroblastoma

1. Introduction
Neuroblastoma, a neoplasm of the sympathetic nervous system, is the most
frequently occurring extracranial solid tumor in children. It accounts for 9- 10% of

pediatric tumors and remains highly lethal in spite of aggressive treatment, with
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mortality rates exceeding 50% (Castel et al., 2007; Maris et al., 2007; Park et al.,
2008).

The development of new molecularly targeted therapeutic strategies is thus
urgently needed (Sartelet et al., 2008; Tonini and Pistoia, 2006).

Gastrin-releasing peptide (GRP) a mammalian bombesin-like peptide, has
emerged as a major autocrine growth factor involved in the development of a variety
of human cancers, including neuroblastoma (reviewed in Cornelio et al., 2007; Patel
et al., 2006). The GRP receptor (GRPR), a member of the G-coupled family of cell
surface receptors, is overexpressed in advanced-stage human neuroblastoma, and
GRP is secreted by neuroblastoma cells (Kim et al., 2002). GRPR activation by GRP
or bombesin stimulate neuroblastoma growth (Ishola et al., 2007; Kang et al., 2007;
Kim et al., 2002; Qiao et al.,2006), whereas GRPR antagonists prevent the
stimulatory effects of GRP and bombesin (Ishola et al., 2007; Kang et al., 2007). In
addition, GRPR knockdown in BE(2)-C neuroblastoma cells reduced cell size and
proliferation (Qiao et al., 2008). This evidence strongly supports the view that the
GRPR is a promising therapeutic target, and GRPR antagonists could be potentially
useful in the clinic for treating neuroblastoma (Kang et al., 2007; Kim et al., 2002;
Qiao et al., 2006; 2008). RC-3095, a GRPR antagonist developed by Schally and
colleagues as an experimental anticancer agent (Radulovic et al., 1991), inhibits cell
proliferation and tumor growth in many types of experimental cancer (reviewed in
Cornelio et al., 2007; Schally et al., 2001). In experimental neuroblastoma, RC-3095
prevented the stimulatory effect of bombesin on the growth of human neuroblastoma
xenografts (Kang et al., 2007).

We now report that treatment with low and high doses of RC-3095 induced

opposite effects on proliferation of cultured Neuro2a mouse neuroblastoma cells, with

58



the highest dose enhancing viability and proliferation. Because GRPR antagonists
have been shown to interact with histone deacetylase inhibitors (HDACIs) in inhibiting
the proliferation of lung cancer cells (Moody et al., 2006), the effects of the HDACI
sodium butyrate (NaB) on cell viability in Neuro2a cells treated or not with RC-3095
were also examied. Treatment with NaB alone or combined with RC-3095 decreased
proliferation and viability of Neuro2a cells. These findings shows that GRPR
antagonists can stimulate, rather than inhibit, cancer cell growth. In addition, NaB
inhibited proliferation of Neuro2a cells suggesting that the stimulatory effects of RC-
3095 on neuroblastoma cell growth might depend on interactions with epigenetic

mechanisms such as HDAC activity.

2. Materials and methods
2.1. Cell line and cell culture

Neuro2a, neuroblastoma cells obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, Maryland, USA) were maintained in low-glucose Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL, Carlsbad, USA) containing 0.1%
Fungizone and 100 U/l gentamicin supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
Sorali) at 37 °C in a humidified incubator under 5% CO,. All experimental procedures
were approved by The Institutional Research Ethics Committee.
2.2. Drugs and chemicals

The HDACI NaB (Sigma-Aldrich) was prepared at a stock concentration of
100mM in deionized-distilled water and sterilized by filtering through a 0.22 pm
syringe filter before storage at -20°C. 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-SH-
tetrazolium bromide (MTT; Sigma-Aldrich) was prepared as a 10X stock (5 mg/ml)

before storage at -20°C. The GRPR antagonist RC-3095 was a obtained from
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AEterna Zentaris GmbH. Stock solutions at 1mM were prepared in deionized-distilled
water and sterilized by filtering through a 0.22 ym syringe filter before storage at
20°C. The concentrations of RC-3095 and NaB were based on previous studies
showing inhibitory effects of those drugs on proliferation of cancer cell lines in vitro
(De los Santos et al., 2007; dos Santos et al., 2008; Flores et al., 2008; Pinski et al.,
1994).

2.3. Reverse transcriptase polimerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from cells using Trizol reagent (Invitrogen) according
to manufacturer’s instructions and eluted in 30 uyl DEPC-treated water (diethyl
pyrocarbonate, Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil). RNA was reverse-transcribed using
the Superscript Il First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Briefly, 1
Mg RNA was added to 1 yL 10 mM dNTP, 1 yL 50uM oligo (dT)20 and DEPC-treated
water at a 10 pL final volume. After 5 min incubation at 65°C, 10 ul buffer containing
25 mM MgCI2, 0.1 M DTT, 1 yL RNAseOUT™, and 1 pyL SuperScript Il RT™ was
added to each sample, which was then incubated at 50°C for 50 min followed by a 5-
min incubation at 85°C. Two microliters of cDNA was amplified with GRPR-specific
primers (Forward primer: 5 CAAGATCTTCTGCACGGTCA3" Reverse primer:
5 TCAGTTTGCAGCCAATTCTGS3’) or beta-actin primers (Forward primer:
5 AAACTGGAACGGTGAAGGTGY Reverse primer:
5 AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT3) in a 20 pl reaction mixture containing 1 X buffer,
0.2 uM primers, 0.1 mM dNTP, 1.5 mM MgCI2, and 0.25 U Platinum Taq DNA
Polimerase, for 30 cycles (94°C for 1 min, 58[_C for 30 sec, 72°C for 30 sec) after a
5-min denaturation period (94°C), with a final elongation of 5 min at 72°C. PCR
products were visualized in a 1% agarose gel stained with ethidium bromide.

2.4. Cell proliferation assay
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Cells were seeded at 5 x 10* cells/well in 24-well plates and treated 24 h
afterwards with RC-3095 (0.1, 1, 10, or 100 nM), NaB (1mM), or a combination of
RC-3095 and NaB. Forty-eight hours later, the medium was removed and cells were
washed twice with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Invitrogen). Cells were
detached with 0.25% trypsin/EDTA (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil) and 10 ul of
cellular suspension was homogenized 1:1 with 0.4% trypan blue solution (Sigma-
Aldrich). Cells were counted immediately in a hemocytometer.

2.5. Cell viability assay

Cells were seeded at 6 x 10° cells/well in 96-well plates and treated 24 h
afterwards with RC-3095 (0.1 or 100 nM), NaB (1 mM), or both. Forty-eight hours
later, the medium was removed and replaced with 1 X MTT diluted in cell medium.
The plates were further incubated at 37°C under 5% CO- in air for 4h, at which point
the MTT solution was removed and replaced with 50 pl dimethyl sufoxide (DMSO,
Sigma-Aldrich). The absorbance value of each well was determined using a
microplate enzyme-linked immunoassay reader (ELISA) equipped with a 492 nm
filter. A negative control well was used to achieve the baseline zero absorbance. The
viability was determined as the percentage absorbance of treated cultures compared
with those of untreated control cultures.

2.6. Statistics

Results are representative of 3 independent experiments performed in
triplicates, and are expressed as mean * standard deviation (SD) of independent
experiments. Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by the Tukey post-hoc test, using the SPSS program, version 12.0. Values

of P < 0.05 were considered significantly different.
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3. Results
3.1. RC-3095 stimulates and NaB inhibits proliferation of Neuro2a cells assessed by
trypan blue cell counting

The effects of various concentrations of RC-3095 on proliferation of Neuro2a
neuroblastoma cells in vitro are shown in Fig. 1. RC-3095 at 0.1 nM decreased,
whereas the concentration of 100 nM stimulated cell proliferation, as determined by
trypan blue cell counting 48 h after drug exposure (P = 0.02 and P < 0.0001
compared to control cells, respectively). Treatment with NaB alone or combined with
RC-3095 produced a significant inhibition of cell proliferation (all Ps < 0.0001
compared with control cells.
Fig. 1 should be inserted here
3.2. RC-3095 stimulates and NaB inhibits viability of Neuro2a cells assessed by the
MTT assay

To examine the effects of RC-3095 and NaB on Neuro2a cell proliferation, cell
viability was assessed with the MTT assay (Fig. 2). Consistent with the results
obtained using cell counting, RC-3095 at 100 nM produced a significant increase in
cell viability (P = 0.001 compared to control cells), whereas, in contrast to the result
obtained with cell counting, the dose of 0.1 nM had no effect (P = 0.91 compared to
control cells). Either NaB alone (P = 0.02 compared to control cells) or combined with
RC-3095 at either 0.1 (P = 0.02 compared to control cells) or 100 nM (P < 0.0001
compared to control cells) induced a significant decrease in cell viability.
Fig. 2 should be inserted here
3.3. RT-PCR detection of GRPR mRNA in Neuro2a cells

RT-PCR analyses demonstrated that Neuro2a cells express mRNA for GRPR.

A transcript size of 180 bp, representing a fragment of the GRPR, was identified (Fig.
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3).

Fig. 3 should be inserted here

4. Discussion

Previous studies have indicated that GRPR is overexpressed in
neuroblastoma and GRP acts as an autocrine growth factor stimulating
neuroblastoma growth (Ishola et al., 2007; Kang et al., 2007; Qiao et al., 2006).
Conversely, GRPR antagonists have been shown to inhibit the growth of
neuroblastoma cells (Ishola et al., 2007). A seminal study using GRPR knockdown
has shown that GRPR silencing inhibited proliferation of BE(2) neuroblastoma cells
both in vitro and in vitro (Qiao et al., 2008). These findings provide a consistent body
of evidence indicating that the GRPR antagonism might be a promising therapeutic
strategy for the treatment of neuroblastoma. RC-3095 is a GRPR antagonist that
consistently inhibits proliferation of a variety of cancer cells lines, including glioma,
colon, breast, lung, ovarian, pancreatic, and prostate cancer cells (reviewed Cornelio
et al., 2007; Schally et al., 2001). In human neuroblastoma xenografts in mice, RC-
3095 blocked bombesin-induced tumor growth and angiogenesis (Kang et al., 2007).

Because previous studies have not investigated GRPR expression and GRPR
influences on proliferation in Neuro2a cells, we examined the effects of RC-3095 on
proliferation and viability of this cell line. GRPR mRNA expression in Neuro2a cells
was confirmed with RT-PCR. As expected, RC-3095 inhibited Neuro2a cell
proliferation at the concentration of 0.1 nM by cell counting. However, the same dose
did not affect viability assessed by the MTT assay. Unexpectedly, the highest
concentration of RC-3095 employed (100 nM) produced a consistent increase in the

proliferation and viability. To our knowledge the present findings provide the new

63



evidence that a GRPR antagonist stimulates cell proliferation. Previous studies
indicated that low doses of RC-3095 inhibit cancer cell growth, whereas high doses
failed to affect cell proliferation (Flores et al., 2008; Pinski et al., 1994). In addition,
we have previously observed that low and high doses of RC-3095 can produce
opposite effects on brain function when given intracerebrally in rats (Dantas et al.,
2006). It has been proposed that high doses of peptidergic GRPR antagonists
display partial agonistic activity on the GRPR, thus failing leaving cell proliferation
unaffected (Casanueva et al., 1996). Thus, it is possible that the stimulatory effect of
RC-3095 on cell proliferation observed in the present study is related to an intrinsic
agonist activity of RC-3095 on the GRPR. The possibility raised by the present
findings that, at least under certain experimental conditions, RC-3095 increases
rather than inhibits neuroblastoma cell proliferation might have implications for the
clinical use of GRPR antagonists as anticancer agents, which might be taken into
account when choosing doses to be tested in clinical trials of RC-3095 and other
GRPR antagonists in patients with neuroblastoma and other types of cancer.

GRPR influences on neuroblastoma growth are mediated by intracellular
signaling pathways including the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt cascade
and downstream gene transcription factors (Ishola et al., 2007; Qiao et al., 2006).
Changes in gene expression triggered by PI3K activation are related to epigenetic
mechanisms, including alterations in histone acetylation (Pan et al., 2007). HDAC is
such as NaB inhibits the growth of neuroblastoma cells (De los Santos et al., 2007),
and the HDACi MS-275 enhances the inhibitory effects of a GRPR antagonist on
proliferation of lung cancer cells (Moody et al., 2006). We thus examined the effects
of NaB combined with RC-3095 on proliferation and viability of Neuro2a cells. NaB,

alone or combined with RC-3095 significantly inhibited cell proliferation, indicating
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that NaB and possibly other HDACIis can inhibit Neuro2a cell growth and prevent the
stimulatory effect of RC-3095 on cell proliferation. This finding raises the possibility
that RC-3095-induced cell proliferation is mediated by a mechanism dependent on

alterations in epigenetic regulation of gene expression.

5. Conclusions

The results of the present study indicate that low and high doses of a GRPR
antagonist, RC-3095, can induce opposite effects on the proliferation of
neuroblastoma cells. In addition, the results show that the HDACi NaB inhibits
Neuro2a cell proliferation and viability and prevents the enhancing effects of RC-
3095. These findings provide the first evidence that a GRPR antagonist can stimulate
cancer cell proliferation and might have implications for the potential therapeutic use

of GRPR antagonists and HDACIs in the treatment of neuroblastoma.
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Legends for figures

Fig. 1. A high dose of the GRPR antagonist RC-3095 stimulates, whereas a low dose
of RC-3095 or the HDACIi NaB alone or combined with RC-3095 inhibits, proliferation
of Neuro2a neuroblastoma cells assessed by trypan blue cell counting. Data
represent the mean + SD number of viable cells 48 h after treatment with RC-3095
(0.1, 1, 10, or 100 nM), NaB (1 mM), or 1 mM NaB combined with RC-3095 at either
10 or 100 nM. Control cells were treated with FBS alone. n = 3 experiments
performed in triple wells each; * P = 0.02 and ** P < 0.0001 compared to control
cells.

Fig. 2. The GRPR antagonist RC-3095 stimulates, whereas the HDACi NaB alone or

combined with RC-3095 inhibits, viability of Neuro2a neuroblastoma cells assessed
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by the MTT assay. Data are expressed as mean + SD absorbance 48 h after
treatment with RC- 3095 (0.1 or 100 nM), NaB (1 mM), or 1 mM NaB combined with
RC-3095 at either 0.1 or 100 nM. Control cells were treated with FBS alone. n = 3
experiments performed in triple wells each; * P < 0.05, ** P < 0.001, and *** P <
0.0001 compared to control cells.

Fig. 3. RT-PCR analysis of GRPR mRNA expression in Neuro2a neuroblastoma
cells. RNA was extracted from Neuro2a cells and RT-PCR analysis was performed.

A transcript size of 180 bp, representing a fragment of the GRPR, was identified.
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Figure 1
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Figura 3
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CONSIDERACOES GERAIS

Este estudo investigou o tratamento de um antagonista do peptideo liberador
de gastrina, RC-3095 sozinho e também associado a uma nova terapia molecular,
os inibidores de histonas deacetilases, como NaB. Em estudos anteriores, esses
agentes ja haviam sido avaliados, porém ndo a sua combinacdo em uma linhagem
celular de neuroblastoma murino Neuro2a.

Avaliamos a expressao de GRPR através de RT-PCR no crescimento celular
desta linhagem Neuro2a.

Realizamos curvas de doses e de tempo para verificar quais seriam inibitorios
na proliferacdo e viabilidade celular. Surpreendentemente, verificamos que a curva
de dose de RC-3095, em uma dose menor (0,1nM) teve um efeito inibitério, mas ao
aumentarmos as doses, esse efeito ndo esteve mais presente. A dose mais alta
utilizada neste estudo, 100nM, mostrou-nos um efeito estimulatério na proliferacéo
celular. Porém, no ensaio de viabilidade celular a dose 0,1nM n&o teve efeito.

O RC-3095 em diversas linhagens tumorais tem efeito inibitério, porém, este
estudo mostrou pela primeira vez sua atividade estimulatdria na proliferacao celular
a uma dose (100nM). Doses menores tiveram um efeito inibitério no ensaio de
proliferacéo celular, nesta linhagem murino.

Para revertermos esse efeito proliferativo associamos um novo alvo da
biologia molecular, os inibidores de histonas deacetilases. Estes tém como alvo a
interacéo entre o DNA e histonas, possibilitando que o DNA figue mais vulneravel a
acado da maquinaria transcricional.

Uma curva de dose de NaB(1mM, 2mM e 4mM) mostrou-nos um efeito

inibitério a dose de 1mM. Na associacdo com RC-3095 o efeito estimulatorio a
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100nM foi revertido.

Novas investigacdes demonstraram que a curva de dose de RC-3095 teve
efeitos opostos na proliferacdo celular. Verificamos a acao de NaB, nesta linhagem
celular murino, ao associarmos com o tratamento o NaB a dose de RC-3095 100nM,
mostrando-nos um efeito inibitério na proliferacdo celular. Este efeito pode ser

mediado por um mecanismo dependente de alteracdes epigenéticas.
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