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RESUMO 

 

Meduloblastoma, um tumor neuroectodérmico primitivo do sistema nervoso 

central, é o tumor maligno intracranial mais comum em crianças. Apesar de avanços 

significativos na terapia, ela ainda é ineficiente em 30% dos casos e é responsável por 

graves efeitos colaterais. Assim, é necessário o desenvolvimento de novas terapias mais 

específicas para esse tumor. Receptores de peptídeos similares a bombesina, como o 

receptor de neuromedina B (NMBR), tem sido propostos como alvos terapêuticos para 

diversos tumores e poderiam também ser utilizados para o tratamento de 

meduloblastoma. O NMBR é expresso em diferentes tipos de tumores e linhagens 

celulares de câncer e seu principal agonista, neuromedina B (NMB), tem sido proposto 

como um fator de crescimento autócrino em tumores. Assim, este estudo teve como 

objetivo avaliar a expressão do NMBR e NMB em diferentes linhagens celulares de 

meduloblastoma humano e sua possível relação com a proliferação celular desse tumor. 

A expressão do mRNA de NMBR e de NMB foi confirmada por reação em cadeia da 

polimerase utilizando transcriptase reversa (RT-PCR) nas células Daoy, D283 e ONS-

76. Entretanto, a proliferação celular não foi afetada pelo tratamento por 48 horas com 

NMB. O tratamento com o antagonista desse receptor, BIM-23127, também não 

influenciou na proliferação celular. Os resultados deste trabalho demonstram que apesar 

das diferentes linhagens de meduloblastoma expressarem tanto o receptor de NMB como 

o ligante do receptor a ativação ou inibição de NMBR não afetou a proliferação celular 

nestas linhagens. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Meduloblastoma 
 

Tumores do sistema nervoso central (SNC) apresentam uma complexa 

classificação devido à ampla variedade de subtipos histológicos existentes. Na quarta 

edição da Classificação Internacional de Doenças para Oncologia (CID-O), publicada 

em 2007 pela Organização Mundial da Saúde (OMS), novos itens e variantes tumorais 

são listados. De forma geral, os tumores do SNC podem ser classificados em: tumores 

dos tecidos neuroepiteliais; tumores de crânio e nervos para-espinais; tumores das 

meninges; linfomas e neoplasias hematopoiéticas; tumores de células germinativas e 

tumores metastáticos (Louis et al., 2007). Os tumores dos tecidos neuroepitelias 

incluem, entre outros, os tumores embrionários, nos quais se enquadra o 

meduloblastoma (Louis et al., 2007; Fuller & Scheithauer, 2007).  

Meduloblastoma é o tumor maligno primário de SNC mais comum em crianças e 

acredita-se que sua origem ocorra a partir de células progenitoras localizadas na camada 

granular externa do cerebelo (Marino, 2005). Estudos recentes, porém, tem demonstrado 

que meduloblastomas podem ser iniciados tanto por progenitores comprometidos com a 

linhagem neuronal como por células tronco (Yang et al., 2008; Gilbertson & Ellison, 

2008).   

Em crianças, meduloblastomas são responsáveis por 20% de todos os tumores 

intracranianos e 40% de todos os tumores da fossa posterior, sendo a taxa de 

sobrevivência em 5 anos de 40% a 70% dependendo do critério de prognóstico clínico 

(Carlotti et al., 2008; Rossi et al., 2008). Apesar de serem predominantes na infância, 

30% de meduloblastomas ocorrem em adultos (Rossi et al., 2008). 

Nos Estados Unidos, de acordo com dados do Central Brain Tumor Registry of 

United States, meduloblastoma apresenta uma incidência de aproximadamente 0,6 casos 

para cada 100.000 pacientes (Guessous et al., 2008). 

No Brasil, poucos são os dados fornecidos sobre a incidência de 

meduloblastoma. De acordo com uma recente revisão de literatura, os tumores do SNC 
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são predominantes no sexo masculino, ocorrem principalmente em crianças menores de 

15 anos, com um pico de idade de 10 anos, e representam cerca de 20% dos tumores 

infantis. O mesmo estudo indica que o meduloblastoma, juntamente com o astrocitoma, 

é o tipo mais comum de tumor do SNC em crianças (Mutti et al., 2010). 

Alguns estudos com enfoque pediátrico apresentam dados mais específicos sobre 

a ocorrência de meduloblastomas nessa população. O estudo realizado na Universidade 

Federal do Paraná entre 1990 e 1996 analisou 3.318 biópsias de SNC, das quais 623 

(18,7%) eram de pacientes pediátricos (entre cinco e 15 anos); entre esses pacientes, 

9,95% apresentaram tumores classificados histologicamente como meduloblastoma 

(Torres, 1997). Outro estudo mais recente realizado no Hospital de Clínicas de São 

Paulo entre 1974 e 2003 descreveu a ocorrência de 1.195 casos de tumores cerebrais 

pediátricos, tendo os pacientes uma faixa etária de 0 a 21 anos. Meduloblastoma ocorreu 

em 11% dos casos, sendo o astrocitoma pilocítico (18%) e o astrocitoma difuso (14%) os 

tumores de maior ocorrência (Rosemberg, 2005). O meduloblastoma apareceu como 

tumor mais frequente do SNC em um estudo realizado no Instituto de Oncologia 

Pediátrica/GRAAC, da Universidade Federal de São Paulo. Durante quatro anos, de 

1993 a 1997, 70 casos de crianças e adolescentes (1 a 15 anos) foram registrados, dos 

quais 21 casos foram diagnosticados como meduloblastoma (Serafim, 2001). 

De acordo com a OMS, o meduloblastoma apresenta cinco subtipos histológicos: 

meduloblastoma clássico, meduloblastoma desmoplásico/nodular, meduloblastoma com 

extensa nodularidade, meduloblastoma anaplásico e medulobastoma de grandes células, 

sendo todas essas variantes consideradas, quanto à malignidade, tumores de grau IV. 

Duas dessas variantes, meduloblastoma anaplásico e meduloblastoma de grandes 

células, formam um contínuo e apresentam um prognóstico pobre, sendo, por isso, 

agrupadas e denominadas de meduloblastoma de grandes células/anaplásico em muitos 

estudos (Gilbertson & Ellison, 2008).     

O meduloblastoma clássico é a variante mais freqüente, representando 

aproximadamente 80% dos casos. Caracteriza-se por células com núcleos redondos 

pequenos e hipercromáticos, geralmente dispostas em camadas, com uma relação 

núcleo/citoplasma alta; pode ocorrer a presença de foco de necrose e angiogênese. O 
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meduloblastoma desmoplásico/nodular, por sua vez, contribui com aproximadamente 

7% de todos os meduloblastomas e tem sido considerado um tipo menos agressivo que o 

meduloblastoma clássico. Essa variante apresenta uma arquitetura definida por células 

tumorais envolvidas por tecido rico em colágeno. As células dentro dos nódulos tem 

uma densidade menor do que aquelas da zona internodular e frequentemente 

demonstram diferenciação neurocítica. O meduloblastoma com extensa nodularidade 

representa 3% dos meduloblastomas, apresentando arquitetura nodular proeminente e 

sinais de diferenciação neuronal dentro dos nódulos. O tumor de grandes células e o 

anaplásico representam 2-4% e 10-22% de meduloblastomas, respectivamente. Esses 

dois subtipos caracterizam-se por núcleo grande e pleomórfico com nucléolo 

proeminente e citoplasma mais abundante que as outras variantes. É importante ressaltar 

que meduloblastomas não são histologicamente homogêneos e podem apresentar 

diferentes graus de anaplasia dentro da mesma lesão. Além disso, essa característica não 

se restringe a variante de grandes células/anaplásico, podendo ser identificada em mais 

de 24% de todos os meduloblastomas (Ellison et al., 2003; Giangaspero et al., 2006; 

Gilbertson & Ellison, 2008). 

Apesar de serem correlacionados a determinado comportamento biológico, os 

subtipos de meduloblastoma não são a única ferramenta de prognóstico utilizada durante 

as triagens clínicas. Para essa avaliação, os três marcadores utilizados em crianças são: 

idade do paciente ao diagnóstico, resíduo tumoral pós-operação e metástase tumoral. 

Essas características possibilitam a divisão dos pacientes em duas categorias: pacientes 

de risco médio e pacientes de alto risco. Os primeiros são aqueles diagnosticados após os 

três anos de idade, que não apresentam metástase e que realizaram ressecção cirúrgica 

total ou apresentam resíduo tumoral pós-operatório menor que 1,5 cm2. Pacientes que 

não se encaixam nesse perfil são considerados de alto risco (Gilbertson, 2004).  

Independente da categoria do paciente, o tratamento padrão de meduloblastoma 

envolve ressecção cirúrgica máxima, quimioterapia baseada em cisplatina intravenosa e 

radioterapia (Packer et al, 1999; Ellison et al., 2003). Com esse tratamento, apenas 60% 

dos pacientes são curados e a maioria sofre os efeitos negativos sobre a qualidade de 

vida a longo prazo (Ellison et al., 2003; Gilbertson, 2004). Os efeitos indesejados mais 

comuns envolvem déficits neurocognitivos que ocorrem devido às doses de radioterapia 
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utilizada, causando um dano grave em crianças jovens (Ris et al., 2001; Palmer et al., 

2007). Além da diminuição nos quocientes de inteligência, outros efeitos tóxicos do 

tratamento de pacientes com meduloblastoma são desenvolvimento de sequelas 

endocrinológicas, tumores secundários, ototoxicidade, complicações neonatais, 

toxicidade ginecológica, cardíaca e pulmonar, podendo estas complicações levar à morte 

(Ris et al., 2001; Gessi et al., 2008; Perez-Martinez et al., 2005). 

Assim, como a maioria das terapias citotóxicas convencionais, a principal 

limitação dos tratamentos utilizados em meduloblastoma é a falta de especificidade. O 

entendimento das vias de sinalização envolvidas na patogênese dessa doença poderia 

melhorar significativamente o manejo clínico dessa neoplasia (Marino, 2005). 

 

1.2.  Neuromedina B e Receptor de Neuromedina B 

O peptídeo bombesina (BB), composto por 14 aminoácidos, foi originalmente 

isolado da pele de rã Bombina bombina (Anastasi et al., 1971). Muitos outros peptídeos 

estruturalmente similares à BB foram isolados da pele de anfíbios e foram, por isso, 

divididos em três grupos: família bombesina, família ranatensina e família filolitorina 

(Figura 1) (Erspamer et al., 1984; Ohki-Hamazaki et al., 2005).  O isolamento de 

peptídeos análogos a bombesina em mamíferos foi realizado em estudos posteriores, 

sendo encontrados dois peptídeos: o peptídeo liberador de gastrina ou GRP (gastrin 

releasing peptide), isolado de tecido gástrico de suínos (McDonald et al., 1979), e a 

neuromedina B ou NMB (neuromedin B) (Minamino et al., 1983). 
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Figura 1. Estrutura da bombesina e famílias análogas (adaptado de Ohki-

Hamazaki et al., 2005). 

 

A NMB, originalmente purificada da medula espinal de suínos, foi identificada 

em 1983 e apresenta similaridade com a ranatensina nos sete últimos aminoácidos da 

porção carboxi-terminal (Minamino et al., 1983; 1985). Seu gene, em humanos, localiza-

se no cromossomo 15q11 e codifica um precursor de 76 aminoácidos, a prepro-NMB. 

Esse precursor é processado e metabolizado por enzimas similares à tripsina, resultando 

na NMB madura, que contém 10 aminoácidos (Moody et al.,1995; Gonzalez et al., 

2008). 

A expressão desse peptídeo foi detectada no tecido gastrointestinal, na medula 

espinal, na glândula pituitária e em diversas áreas do SNC. Nesses órgãos, as funções 

biológicas exercidas por NMB são similares a outros peptídeos análogos da bombesina, 

como o GRP, e a própria bombesina (Ohki-Hamazaki, 2000). Entre essas funções estão 

contração do músculo liso; secreção exócrina e endócrina de tecidos gastrointestinais, 

pâncreas e pituitária; e efeitos no SNC como termoregulação, manutenção do ritmo 

circadiano, inibição da liberação de tirotrofina, efeitos comportamentais, ações sobre 

saciedade e na transmissão sensorial espinal (Orbuch et al., 1993; Jensen et al., 2008). 
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Além dessas funções, estudos tem demonstrado a influência de NMB e GRP no 

crescimento e/ou diferenciação de vários tumores, como câncer de cólon, próstata, 

pulmão e alguns tumores ginecológicos (Cuttitta et al., 1985; Schally et al., 2000; Jensen 

& Moody, 2006).  

Os efeitos de NMB são realizados através da ativação de receptores de superfície 

celular. Os três diferentes receptores ativados por bombesina em mamíferos, BB1, BB2 e 

BB3, podem ser ativados por NMB. Porém, o BB1 é o receptor que apresenta maior 

afinidade por NMB e, por isso, também é conhecido como receptor de neuromedina B 

(NMBR) (Patel et al., 2006; Jensen et al., 2008).  

O NMBR, assim como BB2 e BB3, é um receptor acoplado à proteína G. Em 

humanos, seu gene está localizado no cromossomo 6p21 e contem três éxons e dois 

íntrons. O receptor NMBR é composto por 390 aminoácidos e apresenta sete domínios 

transmembrana (Corjay et al., 1991; Jensen et al., 2008) (Figura 2). 

 

Figura 2: Estrutura do receptor de NMB (adaptado de Jensen et al., 2008). 
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Além de ser expresso em humanos, mRNA de NMBR foi descrito em roedores e 

primatas (Ohki-Hamazaki et al., 2000; Sano et al., 2004, respectivamente). Nessas 

ordens, esse receptor foi encontrado em diferentes regiões, como SNC, trato 

gastrointestinal e células de músculo liso. A expressão de NMBR também ocorre em um 

amplo espectro de tumores, incluindo, câncer de pulmão de pequenas células ou de não 

pequenas células, carcinóides intestinais, tímicos e bronquiais, câncer epiteliais 

ovarianos, linhagens de glioblastomas e linhagem de células de câncer pancreático 

(DeMichele et al., 1994; Jensen et al., 2008). 

 A determinação da atividade de NMBR nos diferentes tecidos é dificultada por 

dois aspectos: (i) a utilização de agonistas não específicos, como bombesina, a qual foi 

muito utilizada em estudos mais antigos e (ii) a presença concomitante de NMBR e BB2 

em muitos tecidos. Para contornar essas dificuldades, são usados camundongos 

deficientes em NMBR, os quais permitem a confirmação de ações exclusivas 

decorrentes da interação entre NMB e NMBR, inclusive seu efeito sobre o crescimento 

tumoral (Jensen et al., 2008). 

Os efeitos da interação de NMB e seu receptor ocorrem através de uma cascata 

de sinalização envolvendo a atividade de fosfolipase C (Figura 3). Após a ligação entre 

NMBR e agonista, ocorre a ativação de fosfolipase C, (phospholipase C, PLC), que, por 

sua vez, resulta na quebra de fosfoinositídeos, mobilização de cálcio intracelular e 

ativação da proteína quinase C (protein kinase C, PKC). A ativação da via da PLC/PKC 

leva também à ativação da via da proteína quinase ativada por mitógeno (mitogen-

activated protein kinase, MAPK). O NMBR também está possivelmente associado à 

ativação da fosfatidilinositol 3-quinase (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), a qual 

regula o crescimento tumoral pela fosforilação de Akt (Ohki-Hamazaki et al., 2000; 

Jensen et al., 2008).  



14 
 

 

Figura 3: Proposta para a cascata de sinalização ativada por NMBR (adaptado de 

Ohki-Hamazaki et al., 2000). 

 

As evidências indicando que NMB age como um fator de crescimento em 

tumores e os estudos mostrando expressão aumentada de NMBR em vários tipos de 

câncer humano levaram ao desenvolvimento de antagonistas desse receptor como 

potenciais agentes antitumorais seletivos (Gonzalez et al., 2008; Jensen et al., 2008). 

Inibidores das vias MAPK e PI3K, que são ativadas por NMBR, tem sido propostos 

como novos agentes anti-câncer, e vários desses agentes já estão sendo avaliados em 

estudos clínicos em tumores (Vivanco & Sawyers, 2002; Roberts & Der, 2007; Wang et 

al., 2007). 

 Uma vez que a NMB é expressa em grandes quantidade em neurônios 

participando do desenvolvimento neuronal (Iwabuchi et al., 2006) e o seu receptor é 

expresso em diversos tipos de câncer, incluindo gliomas (Moody et al., 1995), é 

provável que tenham função importante também em meduloblastomas e possam servir 

de alvo terapêutico para o tratamento desses tumores. Apesar dessa relação, poucos 
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estudos investigaram o possível papel de neuropeptídeos similares a bombesina e seus 

receptores em meduloblastoma e nenhum estudo prévio investigou a expressão de NMB 

ou NMBR em meduloblastoma, bem como seus possíveis efeitos sobre o crescimento 

desses tumores. 
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2. OBJETIVOS 

Esse trabalho visa caracterizar a expressão de NMBR e NMB em linhagens 

celulares de meduloblastoma humano. 

Objetivos específicos:  

- Analisar a expressão de mRNA para NMBR e NMB por reação em cadeia de 

polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) nas linhagens de células de 

meduloblastoma humano DAOY, D283 e ONS-76; 

- Avaliar os efeitos da NMB e do antagonista NMBR, BIM 23127, sobre a 

proliferação celular nas linhagens de células de meduloblastoma humano DAOY, 

D283 e ONS-76 in vitro. 
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RESUMO:   

A expressão do receptor de neuromedina B (NMBR), um dos receptores da família da 

bombesina, tem sido avaliada em diferentes tipos de tumores e linhagens celulares de 

câncer e seu principal agonista, neuromedina B (NMB), tem sido proposto como um 

fator de crescimento autócrino em tumores. No presente estudo, nós examinamos a 

expressão do NMBR e NMB em diferentes linhagens celulares de meduloblastoma 

humano. A expressão do mRNA de NMBR e de NMB foi confirmada por reação em 

cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa (RT-PCR) nas células Daoy, D283 

e ONS-76. A proliferação celular não foi afetada pelo tratamento por 48 horas com 

NMB. O antagonista desse receptor, BIM-23127, também não influenciou na 

proliferação celular. Os resultados demonstram a coexpressão de NMBR e NMB em 

meduloblastoma humano e sugerem que a interação NMB/NMBR não tem influência 

sobre proliferação desse tumor.  

 

PALAVRAS-CHAVE:  Meduloblastoma, Bombesina, Neuromedina B, Receptor de 
neuromedina B, Tumores cerebrais 
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Introdução 

Meduloblastoma, um tumor neuroectodérmico primitivo do sistema nervoso 

central, é o tumor maligno intracranial mais comum em crianças. Apesar de avanços 

significativos na terapia, aproximadamente 30% dos pacientes apresentam baixa chance 

de cura e os que sobrevivem apresentam graves sequelas neurocognitivas e/ou 

neuroendócrinas, demonstrando, assim, a necessidade do desenvolvimento de novas 

terapias (1,2,3). Receptores de peptídeos similares à bombesina, como o receptor de 

neuromedina B (NMBR), tem sido propostos como alvos terapêuticos para diversos 

tumores (4,5,6) e poderiam também ser utilizados para o tratamento de meduloblastoma.  

Neuromedina B (NMB), um peptídeo similar à bombesina presente em 

mamíferos, age através da ligação a receptores de membrana associados à proteína G, 

apresentando maior afinidade por um receptor específico conhecido como receptor de 

NMB (NMBR) (5). Esse receptor está presente no trato gastrointestinal (7) e no sistema 

nervoso central (8) e sua ativação está envolvida em diversos processos fisiológicos, 

incluindo contração do músculo liso; secreção exócrina e endócrina de tecidos 

gastrointestinais, pâncreas e pituitárias; e efeitos no sistema nervoso central como 

termoregulação, manutenção do ritmo circadiano, inibição da liberação de tirotrofina, 

efeitos comportamentais, ações sobre a saciedade e sobre a transmissão sensorial espinal 

(5,9,10). Além dessas funções, a expressão e ação de NMB/NMBR tem sido estudada no 

contexto do câncer. 

Diversos estudos demonstram a expressão de NMBR em diferentes tipos de 

tumores, como câncer de pulmão de pequenas células e de não pequenas células (11,12), 
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carcinóides intestinais, tímicos e bronquiais (13), câncer epiteliais ovarianos (14) e 

glioblastomas (15,16). NMB, por sua vez, é relacionada ao crescimento de tumores 

como câncer de cólon e pulmão (17,18). Devido a essas observações, sugere-se que a 

interação NMB/NMBR seja responsável por uma sinalização autócrina envolvida na 

proliferação de células tumorais (19). 

A relação de NMB e NMBR com câncer e o envolvimento de NMB no 

desenvolvimento neuronal (20) indica uma provável função de NMB/NMBR em 

tumores do sistema nervoso central. Evidências iniciais dessa relação foram 

demonstradas por Moddy e colaboradores (1995), os quais confirmaram que NMB liga-

se com alta afinidade a células de linhagem C6 de glioma e é capaz de induzir a 

proliferação dessas células (21). A correlação entre NMB/NMBR e outros tumores do 

sistema nervoso central é pouco estudada, e não há estudo prévio analisando a expressão 

desse peptídeo e do seu receptor em meduloblastoma.    

Assim, nesse trabalho, nós examinamos a expressão do NMBR e NMB nas 

linhagens celulares de meduloblastoma humano Daoy, D283 e ONS-76 e sua possível 

relação com a proliferação celular. 

  

Materiais e Métodos 

Cultura Celular e Tratamentos 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comitê de ética da 

instituição. As linhagens celulares de meduloblastoma humano Daoy, D283 e ONS-76 

foram cedidas pelo Dr. Michael D. Taylor (The Hospital for Sick Children, Toronto, 

Canadá), sendo Daoy e D283 originalmente obtidas do American Type Culture 



22 
 

Collection (Rockville, Maryland, EUA), e ONS-76 do Institute for Fermentation 

(Osaka, Japão). As células foram mantidas em meio Eagle’s modificado contendo 2% 

(m/v) de H-glutamina (DMEM; LGC Biotecnologia) e suplementado com 10% (v/v) de 

soro fetal bovino (SFB; Sorali, Campo Grande, Brasil), 0.1% de fungizone, 100 U/L de 

gentamicina e 2,5% de ampicilina. As células foram mantidas a temperatura de 37oC, 

umidade relativa mínima de 95% e atmosfera de CO2 de 5%. 

Para avaliação de proliferação celular, as células foram semeadas em placas de 96 poços 

em densidade de 6X103 células por poço em quintuplicata. Após 24 h, as culturas foram 

submetidas à quiescência por 24 h em meio com 0,5% de SFB e então tratadas com 

NMB (10, 100, 1.000 ou 10.000 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ou com o 

antagonista NMBR, BIM 23 127 (10, 100, 1.000 ou 10.000 nM)  (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA), porém sem indução de quiescência. As doses das drogas foram escolhidas 

com base em estudos prévios que utilizavam metodologia e tratamento similar. 

Método do MTT 

Viabilidade celular foi medida através da reação de redução do brometo de 3-(4,5-di-

metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT; Sigma-Aldrich) 48 h após o tratamento. 

Cada poço foi lavado com solução de Hank's (HBSS; Invitrogen, São Paulo, Brasil) e o 

MTT foi adicionado a uma concentração final de 10%. As células foram então 

encubadas por 4 h a 37oC. A placa permaneceu em temperatura ambiente até secar 

completamente. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em Dimetil 

sulfóxido (DMSO) e a absorbância foi lida a 492 nm em espectrofotômetro (23). 

RT-PCR 

A análise da expressão de mRNA de NMBR e NMB foi realizada por RT-PCR. O RNA 

total das linhagens Daoy, D283 e ONS-76 foi extraído utilizando o reagente TRIzol 
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(Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. A reação de transcrição reversa 

foi realizada utilizando o kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix® 

(Invitrogen, USA). Os primers de NMBR e NMB foram desenhados de acordo com a 

sequência correspondente do GenBank: 

Para NMBR: 

 Forward primer: 5’ CGTCCCCAACATCTTCATCT 3’ 

Reverse primer: 5’ ACCTTGCCAAACATCCACTC 3’ 

Para NMB:  

Forward primer: 5’ACGTCTTCCACACACTTGG 3’ 

Reverse primer: 5’TGAAGGTTCCATTGAGCACA 3’ 

Como controle foi utilizada β-actina: 

Forward primer: 5’AAACTGGAACGGTGAAGGTG 3’ 

Reverse primer: 5’ AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT 3’ 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando o kit Go Taq Start 

Polymerase Sample (Promega, Madison, USA) em volume final de 50 µL, no qual foram 

utilizados 3 µL MgCl2 (25 mM), 1 µL mix dedeoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs, 10 

mM), 1 µL de cada primer, 0,25 µL de Go Taq Hot Start Polymerase (5U/µL), 10 µL do 

tampão Green flexi, 2 µL de cDNA e 31,75 µL de água miliQ estéril. 

A amplificação consistiu de 1 min a 95°C seguido por 35 ciclos de desnaturação a 94 °C 

por 30 s, anelamento a 59°C por 30 s, extensão de primers a 72°C por 45 s, e uma 

extensão final a 72°C por 10 min.  

Os produtos de NMBR (114 bp), NMB (367 bp) e β-actin (190 bp) foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etídio e visualizados sob luz 

ultravioleta (22,23). 
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Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. Comparações de 

parâmetros entre diferentes grupos experimentais foram realizadas através de análise de 

variância de uma via (ANOVA). Valor de P menor do que 0,05 foi utilizado como 

indicador de diferenças significativas. 

Resultados e Discussão 

Meduloblastoma expressa NMBR 

A análise de RT-PCR demostrou que as células Daoy, D283 e ONS-76 

expressam mRNA de NMBR. A amplificação com primers específicos para NMBR 

gerou produtos com o tamanho esperado (114bp) em todas as amostras (Fig.1). Nenhum 

produto de PCR foi detectado no controle negativo, descartando a possibilidade de 

contaminação. Esse é o primeiro estudo a demonstrar a expressão de NMBR em 

meduloblastomas.  

 

FIGURA 1 

 

 Meduloblastoma é um tumor do sistema nervoso central que ocorre no cerebelo e 

acredita-se que sua origem esteja relacionada a células progenitoras neuronais dessa 

estrutura (24). A expressão de receptores da família da bombesina tem sido estudada no 

desenvolvimento do cerebelo. Iwabuchi e colaboradores (2006) caracterizaram a 

expressão de NMBR e outros receptores durante o desenvolvimento embrionário de 

cerebelo de galinhas e demonstraram que a expressão do NMBR diminui gradativamente 

com o passar do desenvolvimento (25). Assim, a expressão de mRNA de NMBR em 



25 
 

meduloblastomas indicaria a manutenção de um estado indiferenciado das células desse 

tumor, confirmando a hipótese de sua origem. 

A expressão de NMBR foi caracterizada também em linhagem de glioma C6. 

Estudo de Moody e colaboradores (2000) demonstrou que, nessa linhagem, antagonistas 

desse receptor são capazes de inibir a proliferação celular. Nesse estudo, os autores 

sugerem a produção endógena de peptídeos similares a NMB pelas células tumorais e a 

utilização desse peptídeo como fator de crescimento (26).  

Meduloblastoma expressa NMB endógeno 

A expressão do agonista endógeno de NMBR, NMB, também foi analisada por 

RT-PCR. As linhagens Daoy, D283 e ONS-76 expressaram mRNA de NMB. A 

amplificação com primers específicos gerou produtos com o tamanho esperado (367bp) 

em todas as amostras, porém ocorreu a amplificação de banda com peso molecular 

menor nas linhagens de ONS-76 e Daoy (Fig.2). Uma vez que não houve amplificação 

do controle negativo, descartando a hipótese de contaminação, a segunda banda pode ser 

decorrente de um splicing alternativo do gene de NMB. Esse é o primeiro estudo a 

demonstrar a expressão de NMB em meduloblastomas. 

  

   FIGURA 2 

A expressão de NMB ocorre em câncer de pulmão (27,28) e de cólon (29). NMB 

é expressa em tecido epitelial de cólon normal (29) e está envolvida no desenvolvimento 

do pulmão (30). Assim como nesses tecidos, o cerebelo, local onde ocorre a maioria dos 

meduloblastomas, apresenta baixa expressão de NMB (10). Essas evidências indicam o 



26 
 

papel fisiológico desse peptídeo e sua relação com o desenvolvimento de tumores pode 

envolver a expressão ou liberação alterada desse peptídeo. 

Assim como em meduloblastoma, a coexpressão de NMB e NMBR ocorre em 

outros tumores. Matusiak e colaboradores (2005) detectaram coexpressão de NMB e 

NMBR em câncer de cólon, e sugeriram o envolvimento dessa interação em uma via de 

sinalização autócrina no crescimento desses tumores (19).   

 Tratamento com NMB exógena e BIM-23127 não altera a taxa de proliferação 

celular   

Para avaliar a possível influência do NMBR sobre a poliferação celular, 

tratamentos com o agonista NMB e com o antagonista BIM-23127 foram realizados.  

Ambos os tratamentos não afetaram a proliferação das células Daoy, D283 e ONS-76 

(Fig.3).  

 

     FIGURA 3 

 

Apesar de as linhagens de meduloblastomas analisadas apresentarem 

coexpressão de NMB e NMBR, o envolvimento dessa interação no crescimento celular 

não foi confirmado. A expressão, em meduloblastoma, de outro receptor similar a 

bombesina, o receptor do peptídeo liberador de gastrina (GRPR), foi investigada por um 

estudo anterior e, assim como no estudo atual, o receptor estava presente em todas as 

linhagens utilizadas, mas nenhum efeito na proliferação foi encontrado (31). 

Uma possível explicação para a falta de efeito dos ligantes de NMBR em 

meduloblastoma poderia ser que, nesse tumor, NMB age regulando a diferenciação, não 
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sendo essencial para a proliferação celular. Uma segunda explicação é baseada na 

dinâmica de seu receptor. Após o acoplamento com o seu ligante, o NMBR é 

rapidamente internalizado. Benya e colaboradores (1994) demonstraram que após 

estimulação com agonista, ocorre a internalização de NMBR, a qual foi confirmada pela 

diminuição no número de receptores, e a desensibilização, que foi confirmada pela 

diminuição no aumento de Ca++ intracelular (32). Esse efeito de desensibilização poderia 

estar ocorrendo nas células de meduloblastoma utilizadas nesse estudo, uma vez que elas 

expressam NMB. 

O presente estudo foi o primeiro a demonstrar a expressão de NMBR e NMB em 

linhagens de meduloblastoma humano Daoy, ONS-76 e D283. Apesar de os resultados 

indicarem que a interação de NMBR/NMB não influencia na proliferação de 

meduloblastoma, o receptor de NMBR pode ser utilizado como alvo para a entrega de 

fármacos devido a sua rápida internalização (33). Devido a possibilidade de ser utilizado 

como alvo terapêutico, será importante o desenvolvimento de mais estudos que 

determinem a relação de NMB/NMBR e meduloblastoma. 
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Legendas das figuras 

 

Figura 1: Análise de RT-PCR de mRNA de NMBR em linhagem de 

meduloblastoma humano. RNA foi extraído das células Daoy, D283 e ONS-76 e 

análise de RT-PCR foi realizada. Um transcrito de 114 bp, representando o fragmento de 

NMBR, foi identificado em todas as três linhagens celulares. A expressão de β-actina, 

fragmento de 190bp, foi utilizada como controle. P: padrão de pares de base. 

Figura 2: Análise de RT-PCR de mRNA de  NMB em linhagem de meduloblastoma 

humano. RNA foi extraído das células Daoy, D283 e ONS-76 e análise de RT-PCR foi 

realizada. Um transcrito de 367 bp, representando o fragmento de NMB, foi identificado 

em todas as três linhagens celulares. Um fragmento menor foi amplificado, sugerindo 

um splicing alternativo desse gene, uma vez que não houve contaminação (N:controle 

negativo). A expressão de β-actina, fragmento de 190bp, foi utilizada como controle. P: 

padrão de pares de base.  

Figura 3: Tratamento por 48 h com agonista (NMB) e antagonista (BIM-23127) de 

receptor de neuromedina B (NMBR) não influenciam a proliferação celular de 

linhagens de meduloblastoma. Dados são expressos como média±desvio padrão da 

média da porcentagem do número de células encontradas após 48h de tratamento com 

(A) NMB (10, 100, 1.000 ou 10.000 nM) ou com (B) BIM-23127 (10, 100, 1.000, 

10.000 nM) comparado com o número de células encontradas no meio sem tratamento e 

com 10% de soro fetal bovino (FBS) (controle), o qual foi aceito como 100%; n = 3 

repetições. 
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Figura 2 
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Figura 3 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a expressão do receptor de neuromedina B 

(NMBR) e de seu ligante, neuromedina B (NMB), bem como o possível efeito do 

agonista e do antagonista desse receptor sobre a proliferação de células de 

meduloblastoma humano in vitro, uma vez que esses poderiam ser alvos moleculares 

promissores para o desenvolvimento de terapias-alvo para meduloblastomas. 

Este trabalho mostrou que as linhagens de meduloblastoma humano Daoy, D283 e 

ONS-76 expressam o receptor NMBR e NMB. No entanto, os tratamentos por 48 h com 

o agonista de NMBR, neuromedina B, e com o antagonista de NMBR, BIM-23127, não 

tiveram efeito sobre a proliferação celular dessas linhagens.  

 O NMBR sofre internalização após ativado e este fenômeno reduz os efeitos de 

NMB ou de outro ligante, o que poderia estar interferindo nos experimentos. Assim, a 

determinação da localização desses receptores auxiliaria na compreensão dos resultados. 

Uma vez que já existem anticorpos específicos para esse receptor, a realização de análise 

imunohistoquímica seria viável e complementaria os resultados deste trabalho. 

 Como demostrado, células tumorais de meduloblastoma expressam mRNA de 

NMB, então seria importante determinar se esse neuropeptídeo é secretado para o meio. 

A detecção de NMB secretada em meio celular de outros tumores é descrita na literatura 

e o resultado dessa análise poderia confirmar uma possível sinalização autócrina de 

NMB em células de meduloblastoma humano. 

Os resultados apresentados nesse trabalho são insuficientes para determinar a 

importância ou relevância de NMB/NMBR em meduloblastomas. Estudos adicionais são 

necessários para ampliar o conhecimento sobre a influência desse peptídeo e seu 

receptor nesse tumor.  
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