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Resumo 25 

 26 

Objetivo: Esse trabalho visou a verificar a expressão do fator neurotrófico 27 

derivado de cérebro (BDNF) em linhagens celulares tumorais de câncer de mama, 28 

colo do útero e ovário, bem como avaliar o efeito da via BDNF e de seu receptor 29 

nesses tipos de tumores. 30 

Métodos: A expressão de BDNF nas linhagens celulares foi realizada através da 31 

técnica de RT-PCR. BDNF humano recombinante e o inibidor de Trk, K252a, 32 

foram utilizados nos ensaios de proliferação celular pelo método de MTT. 33 

Resultados: As três linhagens celulares expressam RNAm para BDNF. O 34 

tratamento com BDNF aumentou a proliferação celular das células de câncer de 35 

ovário e o inibidor de Trk diminuiu a viabilidade celular dos três tipos de tumores 36 

femininos. 37 

Conclusões: A via de sinalização BDNF/TrkB desempenha um importante papel 38 

na sobrevivência celular desses tumores e pode servir como um alvo terapêutico 39 

no objetivo de inibir o crescimento tumoral. 40 

 41 

 42 

 43 

Palavras-chave: Câncer de mama; Câncer de colo do útero; Câncer de ovário; 44 

Neurotrofinas; TrkB; BDNF. 45 

 46 

 47 

 48 
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Introdução 49 

 50 

Entre os tumores que ocorrem em mulheres, destacam-se os cânceres de mama, 51 

colo do útero e ovário. O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais 52 

frequente no mundo. Entre as mulheres é o câncer de maior incidência, sendo 53 

seguido do câncer de colo do útero. A cada ano, cerca de 22% dos novos casos 54 

de câncer em mulheres são de mama. O câncer de ovário é o tumor ginecológico 55 

mais difícil de ser diagnosticado e o de menor chance de cura. O tratamento 56 

desses tumores consiste, na maioria das vezes, em ressecção cirúrgica e, em 57 

alguns casos, radioterapia e quimioterapia antes e/ou após a cirurgia [1]. No 58 

entanto, com a heterogeneidade dos tumores, há a necessidade do entendimento 59 

da biologia desses e de suas características a nível molecular para o 60 

desenvolvimento de melhores tratamentos a fim de aprimorar a erradicação 61 

dessas doenças com terapias que diminuam o volume do tumor e que tornem o 62 

tratamento menos agressivo ao paciente [2]. Nesse contexto, esses órgãos 63 

femininos são ricos em fatores de crescimento e hormônios que controlam o ciclo 64 

menstrual e a gestação na mulher. A superexpressão desses fatores de 65 

crescimento e a expressão aberrante ou ativação de seus receptores podem 66 

favorecer a progressão do câncer.  67 

Os receptores tirosina quinases (RTKs, receptor tyrosine kinase) são proteínas da 68 

superfície celular que constituem os maiores alvos para o tratamento do câncer. 69 

Quando ativados por fatores de crescimento, estimulam vias de sinalização 70 

intracelular que controlam a sobrevivência e a proliferação celular [3]. TrkA, TrkB e 71 

TrkC são receptores quinase relacionados a  tropomiosina (Trk, tropomyosin-72 
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related receptor kinase) que fazem parte da família de RTKs [4] e são ativados por 73 

membros da superfamília de neurotrofinas. Seus ligantes são o fator de 74 

crescimento neural (NGF, nerve growth factor), o fator neurotrófico derivado de 75 

cérebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor) e a neurotrofina-3 (NT-3), 76 

respectivamente. 77 

O BDNF atua fisiologicamente como fator de crescimento no desenvolvimento do 78 

sistema nervoso ao ativar seu receptor TrkB [5,6]. Evidências recentes indicam 79 

que a sinalização de Trk pode exercer um importante papel na progressão 80 

tumoral. Vários estudos também já mostram uma expressão alterada de Trks em 81 

diferentes tipos de tumor, e possíveis correlações entre a expressão do receptor e 82 

o prognóstico da doença estão sendo verificadas. Já é relatado que pacientes com 83 

neuroblastoma onde os tumores têm níveis aumentados de TrkA e TrkC têm um 84 

melhor prognóstico, e em contrapartida, os que têm níveis aumentados de TrkB e 85 

seu ligante primário, BDNF, têm um pior prognóstico [7–9]. Evidências que a via 86 

de sinalização BDNF/TrkB pode estar envolvida no crescimento celular, metástase 87 

e resistência à terapia têm sido recentemente relacionadas a diversos outros tipos 88 

de câncer, incluindo tumores de tecidos não-neuronais [9,10]. Altos níveis de 89 

expressão de TrkB em tecidos tumorais já são associados com um pior 90 

prognóstico em pacientes com câncer de ovário [11].  91 

Nesse estudo, nós verificamos se RNAm de BDNF pode ser detectado em 92 

linhagens celulares tumorais de câncer de mama, colo do útero e ovário. Também 93 

avaliamos o efeito do ligante primário do receptor TrkB, BDNF, bem como o 94 

inibidor de Trk, K252a, nestas células. BDNF aumentou a proliferação celular das 95 

células de câncer de ovário e o inibidor de Trk diminuiu a proliferação celular dos 96 
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três tipos de tumores femininos. Isso indica que a via de sinalização BDNF/TrkB 97 

pode ter um importante papel na proliferação celular desses tumores e isso pode 98 

ter eminentes implicações no tratamento-alvo dessas doenças. 99 

 100 

 101 

 102 

 103 

 104 

 105 

 106 

 107 

 108 

 109 

 110 

 111 

 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

 120 
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Materiais e Métodos 121 

 122 

Cultura celular e Tratamentos 123 

As linhagens celulares MCF-7 (câncer de mama), HeLa (câncer de colo do útero) 124 

e OVCAR-3 (câncer de ovário) foram obtidas do American Type Culture Collection 125 

(Rockville, Maryland, USA). As três linhagens foram plaqueadas em placas de 96 126 

poços (TPP) numa densidade de 4 X 10³, 7 X 10³ e 7 X 10³ células por poço, 127 

respectivamente, sendo que seis poços foram utilizados para cada dose, 128 

crescidas, em crescimento exponencial, e mantidas em meio Dulbecco's Modified 129 

Eagle's Medium (DMEM; Gibco BRL, Carlsbad, USA; MCF-7 e HeLa) e RPMI 130 

1640 (Gibco BRL, Carlsbad, USA; OVCAR-3), contendo 10% (v/v) de soro fetal 131 

bovino (FBS; Sorali, Campo Grande, Brasil), 0,125% (v/v) de gentamicina, 0,05% 132 

(v/v) de ampicilina e 0,1% (v/v) de fungizone.  133 

Após 24 horas, com o poço semi-confluente de células, as culturas foram tratadas 134 

com BDNF humano recombinante (1, 10 ou 100 ng/mL; Sigma-Aldrich, St Louis, 135 

USA) ou com K252a (10, 100 ou 1000 nM Sigma-Aldrich, St Louis, USA). 136 

As doses dos tratamentos foram escolhidas com base em estudos prévios [12]. 137 

As células foram mantidas em temperatura de 37ºC, com umidade relativa mínima 138 

de 95% e em atmosfera de 5% de CO2 no ar. 139 

 140 

Viabilidade celular – MTT 141 

A viabilidade celular foi avaliada através do reagente 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-142 

2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT; Sigma-Aldrich) 48 horas após o 143 

tratamento. 11µl de uma solução 5mg/mL de MTT foi adicionada em cada poço, 144 
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seguida de uma incubação de 4 horas a 37ºC. As placas foram mantidas à 145 

temperatura ambiente até estarem completamente secas. 50µl de dimetil sulfóxido 146 

(DMSO) foi adicionado a cada poço e a absorbância foi lida a 492 nm em um leitor 147 

de placas. 148 

 149 

Análise da expressão de RNAm de BDNF por RT-PCR 150 

O RNA total das células humanas MCF-7, HeLa e OVCAR-3 foi extraído usando o 151 

reagente TRIzol (Invitrogen, USA) de acordo com as instruções do fabricante, e o 152 

transcrito reverso com SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix® 153 

(Invitrogen, USA). 154 

O primer de BDNF humano foi desenhado de acordo com a sequência do Gene 155 

Bank correspondente: 5’-GCGTGAATGGGCCCAAGGCAGG-3’ (forward) e 5’-156 

TGTGACCGTCCCGCCCGACATG-3’ (reverse). Os experimentos de PCR foram 157 

feitos com 1.5 mM de MgCl2, 0.1 µM de cada primer, 0.2 mM de dNTPs, 0.5 M de 158 

betaína (para primer de BDNF), 1U Taq Platinum® (Invitrogen, USA) e 2 µl cDNA 159 

da amostra.  160 

A expressão de β-actina foi avaliada como controle interno usando os primers 5′-161 

AAACTGGAACGGTGAAGGTG-3′ (forward) e 5′-AGAGAAGTGGGGTGGCTTTT-162 

3′ (reverse). A reação de PCR foi feita em um volume total de 20μL usando uma 163 

concentração de 0.04mM de dNTPs, 0.2U Taq polimerase em tampão apropriado, 164 

0.3mM de MgCl2, e 10 mol de cada primer. 165 

A amplificação consistiu de 1 minuto de desnaturação inicial a 95ºC, seguido de 166 

35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 s, anelamento dos primers a 59ºC por 30 167 
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s e extensão a 72ºC por 45 s, e seguido de extensão final a 72ºC por 10 minutos. 168 

Os produtos de BDNF (362 pb) e de β-actina (190 pb) foram aplicados em um gel 169 

de agarose 2% na técnica de eletroforese, corados com brometo de etídio e 170 

visualizados com iluminação ultravioleta.  171 

 172 

Análise Estatística 173 

Os dados estão representados por valores de porcentagem de viabilidade celular 174 

+/- erro padrão (EP). A diferença entre os valores foi avaliada por análise de 175 

variância de uma via seguida do teste Tukey post hoc. Os asteriscos nos gráficos 176 

representam diferenças significativas entre o grupo teste e o grupo controle. Nas 177 

comparações, foram considerados resultados estatisticamente significativos 178 

quando p < 0,05. 179 

 180 

 181 

 182 

 183 

 184 

 185 

 186 

 187 

 188 

 189 

 190 

 191 
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Resultados 192 

 193 

Expressão de RNAm para BDNF em células de câncer de mama, ovário e 194 

colo do útero 195 

Foi verificada a expressão de RNAm para BDNF nas linhagens celulares 196 

tumorais MCF-7 (mama), HeLa (colo do útero) e OVCAR-3 (ovário) analisadas 197 

pela técnica de RT-PCR. As três linhagens celulares apresentaram expressão 198 

para BDNF. (Figura 1).  199 

 200 

Efeito de BDNF nas células de câncer de mama, ovário e colo do útero 201 

A viabilidade celular das três linhagens celulares foi verificada após o tratamento 202 

por 48 horas com o ligante do receptor TrkB, BDNF, nas doses de 1, 10 e 100 203 

ng/mL, pelo método de MTT. 204 

A proliferação celular foi significativamente promovida pelo tratamento com 205 

BDNF nas células de câncer de ovário. O tratamento não teve efeito significativo 206 

nas células de mama e de colo do útero (Figura 2). 207 

 208 

Efeito de K252a nas células de câncer de mama, ovário e colo do útero 209 

A viabilidade celular das três linhagens celulares foi verificada após o tratamento 210 

por 48 horas com o inibidor de Trk, K252a, nas doses de 10, 100 e 1000 nM, pelo 211 

método de MTT.  212 

O tratamento com K252a inibiu significantemente o crescimento celular dos três 213 

tipos de tumores analisados na maior dose testada (Figura 3). 214 

 215 
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Discussão 216 

 217 

O fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF) desempenha um importante 218 

papel na regulação da sobrevivência, estrutura e função de neurônios do sistema 219 

nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP).  Além disso, há 220 

evidências que TrkB e BDNF estão frequentemente superexpressos em tumores 221 

humanos, incluindo tumor de Wilm’s, neuroblastomas e ovário, relacionados a um 222 

comportamento agressivo e um pior prognóstico do tumor [8, 13-15]. Nesse 223 

trabalho verificamos a expressão de BDNF nas linhagens celulares tumorais de 224 

câncer de mama (MCF-7), colo do útero (HeLa) e ovário (OVCAR-3), confirmando 225 

sua presença nos três tipos de tumor. Mais recentemente, tem sido mostrado o 226 

papel do BDNF em promover a proliferação de células tumorais, a sobrevivência e 227 

metástase, e também em aumentar a resistência à quimioterapia, emergindo como 228 

um novo alvo em diferentes tipos de câncer [9, 10]. Devido à expressão de BDNF 229 

nessas células tumorais é importante investigar qual o papel desse fator de 230 

crescimento neurotrófico, e se há a ativação de alguma via de sinalização 231 

relacionada com a progressão e sobrevivência do tumor. 232 

Já é relatado que em algumas linhagens de câncer de ovário (OVCA420 e 233 

OVCA429), o silenciamento do receptor TrkB ocasiona um aumento na taxa de 234 

apoptose celular e a inibição da migração celular, e a ativação do receptor 235 

aumenta as capacidades de migração e invasão das células tumorais [11]. 236 

Também já foi demonstrado pelo nosso grupo que, com a inibição de Trk, há uma 237 

diminuição da proliferação de células de câncer colorretal, mostrando a 238 

possibilidade de que a ativação de TrkB por BDNF, seu ligante primário, possa 239 
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agir como sinal de pró-sobrevivência e proliferação [12]. Nós avaliamos o efeito do 240 

fator neurotrófico derivado de cérebro, BDNF, em linhagens celulares de três 241 

tumores femininos, mama, colo do útero e ovário. O BDNF aumentou a 242 

proliferação das células tumorais de ovário, sugerindo uma possível influência 243 

desse fator de crescimento na progressão desse tumor, visto que já foi relatado 244 

que a ativação de TrkB com o tratamento de BDNF promove a migração de 245 

células tumorais e a habilidade de  sobrevivência nesse tumor [16].  246 

Para avaliar o efeito da inibição do receptor de BDNF, o TrkB, tratamos as células 247 

dos três tipos de câncer com o antagonista de Trk, K252a. Verificamos uma 248 

inibição do crescimento das três linhagens celulares, demonstrando um efeito anti-249 

proliferativo, sugerindo que a inibição da proliferação celular in vitro pode ocorrer 250 

pela inibição de TrkB nesses tumores. Esses dados mostram a importância de 251 

receptores tirosina quinase e de neurotrofinas no controle da sobrevivência e 252 

proliferação do câncer, e indicam a via BDNF/TrkB como potencial alvo 253 

terapêutico nesses tumores femininos.  254 

Esse trabalho mostrou a expressão de BDNF em células tumorais de mama, colo 255 

do útero e ovário. O efeito da via de sinalização BDNF/TrkB foi demonstrado 256 

nessas linhagens, com o tratamento do ligante BDNF e do antagonista de Trk, 257 

K252a. Resultados importantes de diminuição na viabilidade celular foram obtidos 258 

com o tratamento de K252a nessas células, mostrando a importância dessa via na 259 

proliferação celular desses tumores. Maiores informações dos papéis de 260 

neurotrofinas e RTKs nos mecanismos de sobrevivência do câncer são 261 

necessárias para investigar possíveis alvos terapêuticos para esses tipos de 262 

tumores femininos. 263 
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Legendas das figuras 336 

 337 

Fig. 1. Expressão de RNAm para BDNF por RT-PCR.   338 

As linhagens celulares de câncer de colo do útero, mama e ovário, 339 

respectivamente, expressam RNAm para BDNF. O RNA foi extraído das células 340 

e a técnica de RT-PCR foi realizada conforme descrito nos Materiais e Métodos. 341 

Um transcrito de tamanho de 362pb representa um fragmento de BDNF que foi 342 

identificado nas três linhagens celulares. 343 

 344 

Fig. 2. Efeito de BDNF em células de câncer de colo do útero (HeLa), mama 345 

(MCF-7) e ovário (OVCAR-3). 346 

O BDNF não afetou a viabilidade celular de HeLa (a) e de MCF-7 (b) e aumentou 347 

a proliferação das células OVCAR-3 (c). O tratamento com diferentes doses de 348 

BDNF foi realizado conforme descrito nos Materiais e Métodos. A proliferação 349 

celular foi verificada pelo método MTT 48h depois do tratamento. Os dados são 350 

mostrados em porcentagem de viabilidade celular de 3 experimentos diferentes, 351 

cada um repetido seis vezes. * p < 0,05 comparado às células do controle.  352 

 353 

Fig. 3. Efeito de K252a em células de câncer de colo do útero (HeLa), mama 354 

(MCF-7) e ovário (OVCAR-3).  355 

O inibidor de Trk reduziu a proliferação das células HeLa (a), MCF-7 (b) e 356 

OVCAR-3 (c). O tratamento com diferentes doses do inibidor de Trk K252a foi 357 

realizado conforme descrito nos Materiais e Métodos. A proliferação celular foi 358 

verificada pelo método MTT 48h depois do tratamento. Os dados são mostrados 359 
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em porcentagem de viabilidade celular de 3 experimentos diferentes, cada um 360 

repetido seis vezes. ** p < 0,01 comparado às células do controle. 361 

 362 
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Figuras  384 

 385 

 386 
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