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RESUMO

Meduloblastoma, um tumor neuroectodérmico primitivo do sistema nervoso
central, ¢ o tumor maligno intracranial mais comum em criangas. Apesar de avangos
significativos na terapia, ela ainda ¢ ineficiente em 30% dos casos e ¢ responsavel por
graves efeitos colaterais. Assim, é necessario o desenvolvimento de novas terapias mais
especificas para esse tumor. Receptores de peptideos similares a bombesina, como o
receptor de neuromedina B (NMBR), tem sido propostos como alvos terapéuticos para
diversos tumores e poderiam também ser utilizados para o tratamento de
meduloblastoma. O NMBR ¢ expresso em diferentes tipos de tumores e linhagens
celulares de cancer e seu principal agonista, neuromedina B (NMB), tem sido proposto
como um fator de crescimento autdcrino em tumores. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar a expressio do NMBR e NMB em diferentes linhagens celulares de
meduloblastoma humano e sua possivel relagdo com a proliferagao celular desse tumor.
A expressdao do mRNA de NMBR e de NMB foi confirmada por reacdo em cadeia da
polimerase utilizando transcriptase reversa (RT-PCR) nas células Daoy, D283 ¢ ONS-
76. Entretanto, a proliferacdo celular nao foi afetada pelo tratamento por 48 horas com
NMB. O tratamento com o antagonista desse receptor, BIM-23127, também ndo
influenciou na proliferacao 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 ativagdo ou inibicdo de NMBR ndo afetou a proliferacao celular

nestas linhagens.



1. INTRODUCAO

1.1. Meduloblastoma

Tumores do sistema nervoso central (SNC) apresentam uma complexa
classificagdo devido a ampla variedade de subtipos histoldgicos existentes. Na quarta
edi¢do da Classificagdo Internacional de Doengas para Oncologia (CID-O), publicada
em 2007 pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS), novos itens e variantes tumorais
sao listados. De forma geral, os tumores do SNC podem ser classificados em: tumores
dos tecidos neuroepiteliais; tumores de cranio e nervos para-espinais; tumores das
meninges; linfomas e neoplasias hematopoiéticas; tumores de células germinativas e
tumores metastaticos (Louis et al., 2007). Os tumores dos tecidos neuroepitelias
incluem, entre outros, os tumores embriondrios, nos quais se enquadra o

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

Meduloblastoma ¢ o tumor maligno primério de SNC mais comum em criangas 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 criancas, meduloblastomas sdo responsaveis por 20% de todos os tumores
intracranianos ¢ 40% de todos os tumores da fossa posterior, sendo a taxa de
sobrevivéncia em 5 anos de 40% a 70% dependendo do critério de progndstico clinico
(Carlotti et al., 2008; Rossi et al., 2008). Apesar de serem predominantes na infancia,

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 incidéncia de aproximadamente 0,6 casos

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

No Brasil, poucos sao os dados fornecidos sobre a incidéncia de

meduloblastoma. De acordo com uma recente revisao de literatura, os tumores do SNC



sdo predominantes no sexo masculino, ocorrem principalmente em criangas 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,

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

Alguns estudos com enfoque pediatrico apresentam dados mais especificos sobre
a ocorréncia de meduloblastomas nessa populag@o. O estudo realizado na Universidade
Federal do Parana entre 1990 e 1996 analisou 3.318 bidopsias de SNC, das quais 623
(18,7%) eram de pacientes pediatricos (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 Clinicas de Sao
Paulo entre 1974 e 2003 descreveu a ocorréncia de 1.195 casos de tumores cerebrais
pediatricos, tendo os pacientes uma faixa etaria de 0 a 21 anos. Meduloblastoma ocorreu
em 11% dos casos, sendo o astrocitoma pilocitico (18%) e o astrocitoma difuso (14%) os
tumores de maior ocorréncia (Rosemberg, 2005). O meduloblastoma apareceu como
tumor mais frequente do SNC em um estudo realizado no Instituto de Oncologia
Pediatrica/GRAAC, da Universidade Federal de Sao Paulo. Durante quatro anos, de
1993 a 1997, 70 casos de criangas 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 histologicos:
meduloblastoma classico, meduloblastoma desmopléasico/nodular, meduloblastoma com
extensa nodularidade, meduloblastoma anaplasico e medulobastoma de grandes células,
sendo todas essas variantes consideradas, quanto a malignidade, tumores de grau IV.
Duas dessas variantes, meduloblastoma anaplasico e meduloblastoma de grandes
células, formam um continuo e apresentam um progndstico pobre, sendo, por isso,
agrupadas e denominadas de meduloblastoma de grandes células/anaplasico em muitos

estudos (Gilbertson & Ellison, 2008).

O meduloblastoma classico ¢ a variante mais freqiiente, representando
aproximadamente 80% dos casos. Caracteriza-se por células com nucleos redondos
pequenos e hipercromaticos, geralmente dispostas em camadas, com uma relacdo

nucleo/citoplasma alta; pode ocorrer a presenca de foco de necrose e angiogénese. O



meduloblastoma desmopléasico/nodular, por sua vez, contribui com aproximadamente
7% de todos os meduloblastomas e tem sido considerado um tipo menos agressivo que o
meduloblastoma classico. Essa variante apresenta uma arquitetura definida por células
tumorais envolvidas por tecido rico em colageno. As células dentro dos nodulos tem
uma densidade menor do que aquelas da zona internodular e frequentemente
demonstram diferenciacdo neurocitica. O meduloblastoma com extensa nodularidade
representa 3% dos meduloblastomas, apresentando arquitetura nodular proeminente e
sinais de diferenciacdo neuronal dentro dos ndédulos. O tumor de grandes células e o
anaplasico representam 2-4% e 10-22% de meduloblastomas, respectivamente. Esses
dois subtipos caracterizam-se por nucleo grande e pleomorfico com nucléolo
proeminente e citoplasma mais abundante que as outras variantes. E importante ressaltar
que meduloblastomas ndo sao histologicamente homogéneos e podem apresentar
diferentes graus de anaplasia dentro da mesma lesdo. Além disso, essa caracteristica ndo
se restringe a variante de grandes células/anaplasico, 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 bioldgico, os
subtipos de meduloblastoma nao sdo a Gnica ferramenta de prognostico utilizada durante
as triagens clinicas. Para essa avaliagdo, os trés marcadores utilizados em criangas sao:
idade do paciente ao diagnéstico, residuo tumoral pos-operacdo e metastase tumoral.
Essas caracteristicas possibilitam a divisdo dos pacientes em duas categorias: pacientes
de risco médio e pacientes de alto risco. Os primeiros sdo aqueles diagnosticados apds os
trés anos de idade, que ndo apresentam metéastase e que realizaram ressec¢ao cirargica
total ou apresentam residuo tumoral pds-operatério menor que 1,5 cm®. Pacientes que

ndo se encaixam nesse perfil sdo considerados de alto risco (Gilbertson, 2004).

Independente da categoria do paciente, o tratamento padrao de meduloblastoma
envolve ressec¢do cirurgica maxima, quimioterapia baseada em cisplatina intravenosa e
radioterapia (Packer et al, 1999; Ellison et al., 2003). Com esse tratamento, apenas 60%
dos pacientes sdo 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 as doses de radioterapia



10

utilizada, causando um dano grave em criancas jovens (Ris et al., 2001; Palmer et al.,
2007). Além da diminuicdo nos quocientes de inteligéncia, outros efeitos toxicos do
tratamento de pacientes com meduloblastoma sdo desenvolvimento de sequelas
endocrinoldgicas, tumores secundarios, ototoxicidade, complicagdes neonatais,
toxicidade ginecologica, cardiaca e pulmonar, podendo estas complicac¢des levar a morte

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

Assim, como a maioria das terapias citotoxicas convencionais, a principal
limita¢ao dos tratamentos utilizados em meduloblastoma ¢ a falta de especificidade. O
entendimento das vias de sinalizagdo envolvidas na patogénese dessa doenca poderia

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

1.2. Neuromedina B e Receptor de Neuromedina B

O peptideo bombesina (BB), composto por 14 aminoécidos, foi originalmente
1solado da pele de ra Bombina bombina (Anastasi et al., 1971). Muitos outros peptideos
estruturalmente similares a BB foram isolados da pele de anfibios e foram, por isso,
divididos em trés grupos: familia bombesina, familia ranatensina e familia filolitorina
(Figura 1) (Erspamer et al., 1984; Ohki-Hamazaki et al., 2005). O isolamento de
peptideos analogos a bombesina em mamiferos foi realizado em estudos posteriores,
sendo encontrados dois peptideos: o peptideo liberador de gastrina ou GRP (gastrin
releasing peptide), isolado de tecido gastrico de suinos (McDonald et al., 1979), e a

neuromedina B ou NMB (rneuromedin B) (Minamino et al., 1983).
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Familia da hombesina
Bombesina EORLGHOWAVEHLM-MH,
Alitensina EGRLGTOWAVGHLM-H,
GRFP-humano VEPLE. (AGEETVL TEMY PRGNHWAVGHLM=NH,
GEREP-suino

AFVE ., VGEETVLAKMY FRGHNHWAVSHLM-NH.,

Familia da ratiatensina

Ranatensina EVEOWAVGHEM-NH,
Litotina FOWAVGHFM-HH.
MMEB-humana APLESWDLPEPREIRASKIRVHS RENLWATEHFM-HH.,
NME-suina APLSWDLFEFRSRAGE I RVHPRGNLWAT GHFM-NH,
Familia da filolitorina
Len-2 filolitotina ZLMAVESLM=-NH.
Fhe-Z filolitorina PLHAVESFM=-NH.

Figura 1. Estrutura da bombesina e familias andlogas (adaptado de Ohki-

Hamazaki et al., 2005).

A NMB, originalmente purificada da medula espinal de suinos, foi identificada
em 1983 e apresenta similaridade com a ranatensina nos sete ultimos aminoacidos da
porg¢do carboxi-terminal (Minamino et al., 1983; 1985). Seu gene, em humanos, localiza-
se no cromossomo 15ql1 e codifica um precursor de 76 aminoacidos, a prepro-NMB.
Esse precursor ¢ processado e metabolizado por enzimas similares a tripsina, resultando
na NMB madura, que cont¢ém 10 aminoacidos (Moody et al.,1995; Gonzalez et al.,

2008).

A expressdo desse peptideo foi detectada no tecido gastrointestinal, na medula
espinal, na glandula pituitaria e em diversas areas do SNC. Nesses orgaos, as fungdes
biologicas exercidas por NMB sdo similares a outros peptideos analogos da bombesina,
como o GRP, e a propria bombesina (Ohki-Hamazaki, 2000). Entre essas func¢des estdo
contracdo do musculo liso; secrecdo exocrina e enddcrina de tecidos gastrointestinais,
pancreas e pituitaria; e efeitos no SNC como termoregulagdo, manutencdo do ritmo
circadiano, inibi¢do da liberagdo de tirotrofina, efeitos comportamentais, agdes sobre

saciedade e na transmissdo sensorial espinal (Orbuch et al., 1993; Jensen et al., 2008).



12

Além dessas fungoes, estudos tem demonstrado a influéncia de NMB e GRP no
crescimento e/ou diferenciacdo de varios tumores, como cancer de colon, prostata,
pulmao e alguns tumores ginecologicos (Cuttitta et al., 1985; Schally et al., 2000; Jensen
& Moody, 2006).

Os efeitos de NMB sao realizados através da ativagdo de receptores de superficie
celular. Os trés diferentes receptores ativados por bombesina em mamiferos, BB, BB, e
BB;, podem ser ativados por NMB. Porém, o BB, ¢ o receptor que apresenta maior
afinidade por NMB e, por isso, também ¢ conhecido como receptor de neuromedina B

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

O NMBR, assim como BB, e BBj;, ¢ um receptor acoplado a proteina G. Em
humanos, seu gene estd localizado no cromossomo 6p21 e contem trés éxons e dois
introns. O receptor NMBR ¢ composto por 390 aminoacidos e apresenta sete dominios

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

EXTRACELULAR

(] 1 o MEMEBEANA

] TE nan 156 a7 267 a2

341 342

INTRACELULAR !

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 regides, como SNC, trato
gastrointestinal e células de musculo liso. A expressao de NMBR também ocorre em um
amplo espectro de tumores, incluindo, cancer de pulmao de pequenas células ou de nao
pequenas células, carcindides intestinais, timicos e bronquiais, cancer epiteliais
ovarianos, linhagens de glioblastomas e linhagem de células de cancer pancreatico

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

A determinagdo da atividade de NMBR nos diferentes tecidos ¢ dificultada por
dois aspectos: (i) a utilizacdo de agonistas nao especificos, como bombesina, a qual foi
muito utilizada em estudos mais antigos e (ii) a presenca concomitante de NMBR e BB,
em muitos tecidos. Para contornar essas dificuldades, sdo usados camundongos
deficientes em NMBR, os quais permitem a confirmacdo de acdes exclusivas
decorrentes da interacao entre NMB e NMBR, inclusive seu efeito sobre o crescimento

tumoral (Jensen et al., 2008).

Os efeitos da interagdo de NMB e seu receptor ocorrem através de uma cascata
de sinalizacdo envolvendo a atividade de fosfolipase C (Figura 3). Apds a ligacdo entre
NMBR e agonista, ocorre a ativagdo de fosfolipase C, (phospholipase C, PLC), que, por
sua vez, resulta na quebra de fosfoinositideos, mobilizacdo de célcio intracelular e
ativagdo da proteina quinase C (protein kinase C, PKC). A ativagao da via da PLC/PKC
leva também a ativagdo da via da proteina quinase ativada por mitdgeno (mitogen-
activated protein kinase, MAPK). O NMBR também estd possivelmente associado a
ativagdo da fosfatidilinositol 3-quinase (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), a qual
regula o crescimento tumoral pela fosforilagdo de Akt (Ohki-Hamazaki et al., 2000;

Jensen et al., 2008).
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NMB

—
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Sintese de DA e efeitos celulares

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

Ohki-Hamazaki et al., 2000).

As evidéncias indicando que NMB age como um fator de crescimento em
tumores e os estudos mostrando expressao aumentada de NMBR em vérios tipos de
cancer 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 sdo ativadas por NMBR, tem sido propostos
como novos agentes anti-cancer, e varios desses agentes ja estdo sendo avaliados em
estudos clinicos em tumores (Vivanco & Sawyers, 2002; Roberts & Der, 2007; Wang et
al., 2007).

Uma vez que a NMB ¢ expressa em grandes quantidade em neurdnios
participando do desenvolvimento neuronal (Iwabuchi et al., 2006) e o seu receptor ¢é
expresso em diversos tipos de cancer, incluindo gliomas (Moody et al., 1995), ¢
provavel que tenham funcdo importante também em meduloblastomas e possam servir

de alvo terapéutico para o tratamento desses tumores. Apesar dessa relacdo, poucos
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estudos investigaram o possivel papel de neuropeptideos similares a bombesina e seus
receptores em meduloblastoma e nenhum estudo prévio investigou a expressao de NMB
ou NMBR em meduloblastoma, bem como seus possiveis efeitos sobre o crescimento

desses tumores.
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2. OBJETIVOS

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

celulares de meduloblastoma humano.
Objetivos especificos:

- Analisar a expressao de mRNA para NMBR e NMB por reacdo 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
prolifera¢do celular nas linhagens de células de meduloblastoma humano DAOY,

D283 e ONS-76 in vitro.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa em
Cancer do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo de janeiro a junho de 2010.
A revista escolhida como modelo de normas de publicagdo foi a Neurochemical
Research. Essa revista ¢ direcionada a publicacdes de estudos que utilizam
metodologia neuroquimica na pesquisa de fungdo e estrutura do sistema nervoso. As
normas para publica¢@o nessa revista encontram-se em anexo.

Fator de Impacto (2009): 2,72
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RESUMO:

A expressao do receptor de neuromedina B (NMBR), um dos receptores da familia da
bombesina, tem sido avaliada em diferentes tipos de tumores e linhagens celulares de
cancer e seu principal agonista, neuromedina B (NMB), tem sido proposto como um
fator de crescimento autdcrino em tumores. No presente estudo, nds examinamos a
expressio do NMBR e NMB em diferentes linhagens celulares de meduloblastoma
humano. A expressio do mRNA de NMBR e de NMB foi confirmada por reagdao em
cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa (RT-PCR) nas células Daoy, D283
e ONS-76. A proliferacdo celular ndo foi afetada pelo tratamento por 48 horas com
NMB. O antagonista desse receptor, BIM-23127, também ndo influenciou na
proliferacdo celular. Os resultados demonstram a coexpressao de NMBR ¢ NMB em
meduloblastoma humano e sugerem que a interacio NMB/NMBR ndo tem influéncia

sobre proliferacdo desse tumor.

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

Meduloblastoma, um tumor neuroectodérmico primitivo do sistema nervoso
central, ¢ o tumor maligno intracranial mais comum em criancas. Apesar de avangos
significativos na terapia, aproximadamente 30% dos pacientes apresentam baixa chance
de cura e os que sobrevivem apresentam graves sequelas neurocognitivas e/ou
neuroendocrinas, demonstrando, assim, a necessidade do desenvolvimento de novas
terapias (1,2,3). Receptores de peptideos similares a bombesina, como o receptor de
neuromedina B (NMBR), tem sido propostos como alvos terapéuticos para diversos

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

Neuromedina B (NMB), um peptideo similar a bombesina presente em
mamiferos, age através da ligagdo a receptores de membrana associados a proteina G,
apresentando maior afinidade por um receptor especifico conhecido como receptor de
NMB (NMBR) (5). Esse receptor esta presente no trato gastrointestinal (7) e no sistema
nervoso central (8) e sua ativacdo estd envolvida em diversos processos fisioldgicos,
incluindo contracdo do musculo liso; secrecdo exocrina e endocrina de tecidos
gastrointestinais, pancreas e pituitarias; e efeitos no sistema nervoso central como
termoregulacdo, manuten¢do do ritmo circadiano, inibicdo da liberagdo de tirotrofina,
efeitos comportamentais, acoes sobre a saciedade e sobre a transmissdo sensorial espinal
(5,9,10). Além dessas fungdes, a expressao e agdo de NMB/NMBR tem sido estudada no
contexto do cancer.

Diversos estudos demonstram a expressio de NMBR em diferentes tipos de

tumores, como cancer de pulmao de pequenas células e de ndo pequenas células (11,12),
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carcindides intestinais, timicos e bronquiais (13), cancer epiteliais ovarianos (14) e
glioblastomas (15,16). NMB, por sua vez, ¢ relacionada ao crescimento de tumores
como cancer de colon e pulmao (17,18). Devido a essas observagdes, sugere-se que a
interacilo NMB/NMBR seja responsavel por uma sinalizagdo autdcrina envolvida na
proliferagao de células tumorais (19).

A relagcio de NMB e NMBR com cancer ¢ o envolvimento de NMB no
desenvolvimento neuronal (20) indica uma provavel funcdo de NMB/NMBR em
tumores do sistema nervoso central. Evidéncias iniciais dessa relagdo foram
demonstradas por Moddy e colaboradores (1995), os quais confirmaram que NMB liga-
se com alta afinidade a cé€lulas de linhagem C6 de glioma e ¢ capaz de induzir a
proliferacdo dessas células (21). A correlacdo entre NMB/NMBR e outros tumores do
sistema nervoso central ¢ pouco estudada, e ndao ha estudo prévio analisando a expressao
desse peptideo e do seu receptor em meduloblastoma.

Assim, nesse trabalho, ndés examinamos a expressaio do NMBR ¢ NMB nas
linhagens celulares de meduloblastoma humano Daoy, D283 e ONS-76 e sua possivel

relagdo com a proliferagao celular.

Materiais e Métodos

Cultura Celular e Tratamentos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité de ética da
institui¢do. As linhagens celulares de meduloblastoma humano Daoy, D283 e ONS-76
foram cedidas pelo Dr. Michael D. Taylor (The Hospital for Sick Children, Toronto,

Canada), sendo Daoy e D283 originalmente obtidas do American Type Culture
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Collection (Rockville, Maryland, EUA), e ONS-76 do [Institute for Fermentation
(Osaka, Japao). 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 37°C,
umidade relativa minima de 95% e atmosfera de CO, de 5%.

Para avaliagdo de proliferacao celular, as células foram semeadas em placas de 96 pogos
em densidade de 6X10° células por poco em quintuplicata. Apds 24 h, as culturas foram
submetidas a quiescéncia por 24 h em meio com 0,5% de SFB e entdo 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 inducdo de quiescéncia. 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 reagdo de reducdo do brometo de 3-(4,5-di-
metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT; Sigma-Aldrich) 48 h apos o tratamento.
Cada poco foi lavado com solu¢do de Hank's (HBSS; Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) e o
MTT foi adicionado a uma concentracao final de 10%. As células foram entdo
encubadas por 4 h a 37°C. A placa permaneceu em temperatura ambiente até secar
completamente. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em Dimetil
sulfoxido (DMSO) e a absorbancia foi lida a 492 nm em espectrofotometro (23).
RT-PCR

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

total das linhagens Daoy, D283 e ONS-76 foi extraido utilizando o reagente TRIzol
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(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. A reacdo de transcrigdo reversa
foi realizada utilizando o kit SuperScript™ [II First-Strand Synthesis SuperMix®
(Invitrogen, USA). Os primers de NMBR ¢ NMB foram desenhados de acordo com a
sequéncia 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 -actina:

Forward primer: 5>’ AAACTGGAACGGTGAAGGTG 3’

Reverse primer: 5 AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT 3’

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando o kit Go Taq Start
Polymerase Sample (Promega, Madison, USA) em volume final de 50 pL, no qual foram
utilizados 3 pLL MgCl, (25 mM), 1 pL mix dedeoxinucleotideos trifosfato (ANTPs, 10
mM), 1 puL de cada primer, 0,25 pL de Go Taq Hot Start Polymerase (5U/uL), 10 uL do
tampao Green flexi, 2 uL. de cDNA e 31,75 pL de dgua miliQ estéril.

A amplificacdo consistiu de 1 min a 95°C seguido por 35 ciclos de desnaturacio a 94 °C
por 30 s, anelamento a 59°C por 30 s, extensdo de primers a 72°C por 45 s, € uma
extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos de NMBR (114 bp), NMB (367 bp) e B-actin (190 bp) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz

ultravioleta (22,23).
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrao da média. Comparagdes de
parametros entre diferentes grupos experimentais foram realizadas através de analise de
variancia de uma via (ANOVA). Valor de P menor do que 0,05 foi utilizado como

indicador de diferengas significativas.

Resultados e Discussao
Meduloblastoma expressa NMBR
A andlise de RT-PCR demostrou que as células Daoy, D283 e ONS-76
expressam mRNA de NMBR. A amplificacdo com primers especificos 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
contaminagdo. Esse ¢ o primeiro estudo a demonstrar a expressio de NMBR em

meduloblastomas.

FIGURA 1

Meduloblastoma ¢ 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 expressdo de receptores da familia da bombesina tem sido estudada no
desenvolvimento do cerebelo. Iwabuchi e colaboradores (2006) caracterizaram a
expressdo de NMBR e outros receptores durante o desenvolvimento embrionario de
cerebelo de galinhas e demonstraram que a expressao do NMBR diminui gradativamente

com o passar do desenvolvimento (25). Assim, a expressio de mRNA de NMBR em
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meduloblastomas indicaria a manutencao de um estado indiferenciado das células desse
tumor, confirmando a hipotese de sua origem.

A expressao de NMBR foi caracterizada também em linhagem de glioma C6.
Estudo de Moody e colaboradores (2000) demonstrou que, nessa linhagem, antagonistas
desse receptor sdo capazes de inibir a proliferacdo celular. Nesse estudo, os autores
sugerem a produgao endogena de peptideos similares a NMB pelas células tumorais ¢ a

utilizagdo desse peptideo como fator de crescimento (26).

Meduloblastoma expressa NMB endogeno

A expressdao do agonista endogeno de NMBR, NMB, também foi analisada por
RT-PCR. As linhagens Daoy, D283 e ONS-76 expressaram mRNA de NMB. A
amplificacdo com primers especificos gerou produtos com o tamanho esperado (367bp)
em todas as amostras, porém ocorreu a amplificacio de banda com peso molecular
menor nas linhagens de ONS-76 e Daoy (Fig.2). Uma vez que ndo houve amplificacio
do controle negativo, descartando a hipotese de contaminacao, a segunda banda pode ser
decorrente de um splicing alternativo do gene de NMB. Esse ¢ o primeiro estudo a

demonstrar a expressdo de NMB em meduloblastomas.

FIGURA 2

A expressao de NMB ocorre em cancer de pulmao (27,28) e de colon (29). NMB
¢ expressa em tecido epitelial de colon normal (29) e est4 envolvida no desenvolvimento
do pulmao (30). Assim como nesses tecidos, o cerebelo, local onde ocorre a maioria dos

meduloblastomas, apresenta baixa expressdao de NMB (10). Essas evidéncias indicam o
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papel fisioldgico desse peptideo e sua relagdo com o desenvolvimento de tumores pode
envolver a expressao ou liberacao alterada desse peptideo.

Assim como em meduloblastoma, a coexpressao de NMB e NMBR ocorre em
outros tumores. Matusiak e colaboradores (2005) detectaram coexpressao de NMB e
NMBR em cancer de colon, e sugeriram o envolvimento dessa interagdo em uma via de

sinalizag¢do autdcrina no crescimento desses tumores (19).

Tratamento com NMB exogena e BIM-23127 ndo altera a taxa de proliferagdo
celular

Para avaliar a possivel influéncia do NMBR sobre a poliferagdo celular,
tratamentos com o agonista NMB e com o antagonista BIM-23127 foram realizados.

Ambos os tratamentos ndo afetaram a proliferacdo das células Daoy, D283 e ONS-76

(Fig.3).

FIGURA 3

Apesar de as linhagens de meduloblastomas analisadas apresentarem
coexpressao de NMB e NMBR, o envolvimento dessa interagdo no crescimento celular
ndo foi confirmado. A expressdo, em meduloblastoma, de outro receptor similar a
bombesina, o receptor do peptideo 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 proliferacao foi encontrado (31).

Uma possivel explicagdo para a falta de efeito dos ligantes de NMBR em

meduloblastoma poderia ser que, nesse tumor, NMB age regulando a diferenciagdo, ndo
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sendo essencial para a proliferacdo celular. Uma segunda explicagdo ¢ baseada na
dinamica de seu receptor. Apos o acoplamento com o seu ligante, o NMBR ¢
rapidamente internalizado. Benya e colaboradores (1994) demonstraram que apds
estimulagdo com agonista, ocorre a internalizagdo de NMBR, a qual foi confirmada pela
diminui¢do no nuimero de receptores, ¢ a desensibilizacdo, que foi confirmada pela
diminui¢do no aumento de Ca'" intracelular (32). Esse efeito de desensibilizagdo 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 expressado de NMBR ¢ NMB em
linhagens de meduloblastoma humano Daoy, ONS-76 e D283. Apesar de os resultados
indicarem que a interacdo de NMBR/NMB nao influencia na proliferacio de
meduloblastoma, o receptor de NMBR pode ser utilizado como alvo para a entrega de
farmacos devido a sua rapida internalizagao (33). Devido a possibilidade de ser utilizado
como alvo terapéutico, serd importante o desenvolvimento de mais estudos que

determinem a relacdo de NMB/NMBR ¢ meduloblastoma.
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Legendas das figuras

Figura 1: Analise de RT-PCR de mRNA de NMBR em linhagem de
meduloblastoma humano. RNA foi extraido das células Daoy, D283 e ONS-76 e
andlise de RT-PCR foi realizada. Um transcrito de 114 bp, representando o fragmento de
NMBR, foi identificado em todas as trés linhagens celulares. A expressdao de B-actina,

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

Figura 2: Analise de RT-PCR de mRNA de NMB em linhagem de meduloblastoma
humano. RNA foi extraido das células Daoy, D283 ¢ ONS-76 e analise de RT-PCR foi
realizada. Um transcrito de 367 bp, representando o fragmento de NMB, foi identificado
em todas as trés linhagens celulares. Um fragmento menor foi amplificado, sugerindo
um splicing alternativo desse gene, uma vez que nao houve contaminacao (N:controle
negativo). A expressao de B-actina, fragmento de 190bp, foi utilizada como controle. P:

padrdo de pares de base.

Figura 3: Tratamento por 48 h com agonista (NMB) e antagonista (BIM-23127) de
receptor de neuromedina B (NMBR) nao influenciam a proliferacio celular de
linhagens de meduloblastoma. Dados sdo expressos como médiatdesvio padrdo da
média da porcentagem do niimero de células encontradas apds 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 niimero de células encontradas no meio sem tratamento e
com 10% de soro fetal bovino (FBS) (controle), o qual foi aceito como 100%; n = 3

repeticoes.
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Figura 3
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4. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo do receptor de neuromedina B
(NMBR) e de seu ligante, neuromedina B (NMB), bem como o possivel efeito do
agonista ¢ do antagonista desse receptor sobre a proliferacido 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 d¢ NMBR, BIM-23127, nao

tiveram efeito sobre a proliferacao celular dessas linhagens.

O NMBR sofre internalizagcdo ap6s ativado e este fenomeno reduz os efeitos de
NMB ou de outro ligante, o que poderia estar interferindo nos experimentos. Assim, a
determinagdo da localizacdo desses receptores auxiliaria na compreensdo dos resultados.
Uma vez que ja existem anticorpos especificos para esse receptor, a realizagdo de analise

imunohistoquimica seria viavel e complementaria os resultados deste trabalho.

Como demostrado, células tumorais de meduloblastoma expressam mRNA de
NMB, entdo seria importante determinar se esse neuropeptideo € secretado para o meio.
A deteccao de NMB secretada em meio celular de outros tumores € descrita na literatura
e o resultado dessa andlise poderia confirmar uma possivel sinalizacdo autdcrina de

NMB em células de meduloblastoma humano.

Os resultados apresentados nesse trabalho sdo insuficientes para determinar a
importancia ou relevancia de NMB/NMBR em meduloblastomas. Estudos adicionais sdo
necessarios para ampliar o conhecimento sobre a influéncia desse peptideo e seu

receptor nesse tumor.
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