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1 Abstract

Lung cancers are the leading cause of cancer-related death worldwide.
Outcome measures are very discouraging as even with the most advanced
treatment strategies, about 86% of lung cancer patients die within 5 years of
diagnosis. Most of the histologies are non-small cell (NSCLC) that accounts
for 85% of all lung cancer. The NSCLC is often diagnosed at an advanced
stage and has a poor prognosis. Palliative chemotherapy in advanced or
metastatic NSCLC is associated with only a modest survival prolongation
and improved quality of life.

The increase understanding of tumor biology and availability of drugs
targeting key biological mechanism required for tumour development pro-
vide an opportunitty to further improve the outcome of pacientes with lung
cancer. Gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) are overexpressed in sev-
eral neoplasms and plays a critical role in tumor cell survival, proliferation,
migration and invasion. However the expression of this peptide has not been
very explored in di�erent histologies and clinical stages of lung cancer . Our
aim was: (1) to identify GRPR expression in both non-small cell lung cancer
(NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC); (2) to correlate its expres-
sion with clinical stages and demographic variables; (3) to compare GRPR
expression in Asian and non-Asian population. Was used standard immuno-
histochemistry to evaluate GRPR expression in 238 lung cancer of Brazilian
patients and 96 lung cancer of Japanse patients.

The di�erent intensity GRPR expression was visible between SCLC and
NSCL, mainly in high expression of this biomarker. In NSCLC have 48%
weak; 16.5% moderate; 7.5% strong expression compared to 34.21% weak;
15.78% moderate; 2.63% strong in SCLC. When the group of non-small cell
was separated, a conspicuous high expression was seen in adenocarcinomas
(10% strong expression) in relation to other histologies. In clinical stages,
GRPR expression was more pronounced in stage III and IV of NSCLC and
extensive disease of SCLC than earlies stages of this disease. When compared
both populations, GRPR expression was more present in Japanese population
with 92.85% than Brazilian patients with 62.50% (p= 0,001).

Conclusions: We have shown for the �rst time that GRPR is expressed
di�erently in clinical stages and higly expressed in histologies not known
before. Furthermore, this biomarker has, as EGFR, a distinct behavior in
Asian and non-Asian patients. Undoubtedly, GRP participate as a important
growth factor in mediate progression and metastasis development in lung
cancer. These �ndings can identify this biomarker as possible biological
target for developmentof a new approachs to the treatment of lung cancer.
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2 Resumo

O câncer de pulmão é a principal causa de morte relacionada ao cân-
cer em todo o mundo. As medidas adotadas atualmente ainda permancem
desanimadoras, apesar das mais avançadas estatégias de tratamento, pois
86% dos pacientes com neoplasias pulmonares morrem dentro de cinco anos
do diagnóstico. A maioria das histologias das neoplasias pulmonares são os
carcinomas não-pequenas células que acometem cerca de 85% de todos os
tumores pulmonares. Esse grupo histológico é frequentemente diagnosticado
em estágios avançados da doença e, por isso, apresenta um pobre prognóstico.
A quimioterapia paliativa na doença avançada, ou metastática, está associ-
ada apenas com um modesto aumento da sobrevida e com uma melhora da
qualidade de vida .

O aumento na compreensão da biologia tumoral para o desenvolvimento
de drogas alvo que são chave nos mecanismos biológicos requeridos para
o desenvolvimento tumoral, é a oportunidade para melhorar os resultados
de pacientes com câncer de pulmão. Os peptídeos liberadores de gastrina
(GRPR) são superexpressos em vários tumores e desempenham um papel
crítico na proliferação, migração e invasão celular. Entretanto, a expressão
deste peptídeo não tem sido muito explorada nas diferentes histologias e
estágios clínicos das neoplasias pulmonares.

Neste estudo, a meta foi: (1) identi�car a expressão de GRPR, tanto
em neoplasias não-pequenas células (NSCLC), quanto em neoplasias de pe-
quenas células (SCLC); (2) correlacionar a expressão deste marcador com
estágios clínicos e variáveis demográ�cas dos pacientes envolvidos no estudo;
(3) comparar a expressão de GRPR em pacientes asiáticos e não-asiáticos.
Foi utilizada a técnica de imuno-histoquímica para avaliar a expressão de
GRPR em 238 pacientes brasileiros com câncer de pulmão e em 96 pacientes
japoneses com a mesma neoplasia.

Os resultados mostraram uma diferença visível na intensidade de ex-
pressão de GRPR entre os pacientes com NSCLC, comparados àqueles com
SCLC. Os pacientes com NSCLC apresentaram 48% fraca, 16,5% moderada
e 7,5% forte expressão de GRPR, comparados a 34,21% fraca; 15,78% mode-
rada; 2,63% forte expressão deste marcador em SCLC. Quando o grupo de
NSCLC foi separado nos subtipos histológicos, a alta expressão de GRPR foi
maior nos adenocarcinomas (10%) em relação às outras histologias. Quanto
aos estágios clínicos, a expressão de GRPR foi muito mais pronunciada nos
estágios III e IV dos NSCLC e em doença extensa dos SCLC em relação à
doença mais precoce. Quando o GRPR foi comparado em ambas populações,
observou-se que a expressão foi maior nos pacientes japoneses com 92,85%
comparados aos pacientes brasileiros com 62,50% (p= 0,001).
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Ficou demonstrado, pela primeira vez, que o GRPR apresenta um com-
portamento distinto nos diferentes estágios clínicos do câncer de pulmão.
Esta expressão marcada em estágios avançados das neoplasias pulmonares
indica que o receptor de GRPR pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de tumores com comportamento biológico agressivo. Ele
também se mostrou ser fortemente expresso nas neoplasias não-pequenas
células de pulmão, especialmente nos adenocarcinomas. Além disso, este
biomarcador molecular tem, assim como o EGFR, um comportamente dis-
tinto em pacientes asiáticos e não-asiáticos. Por isso, novos estudos deverão
abordar este marcador molecular como possível alvo terapêutico para o tra-
tamento das neoplasias pulmonares.
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3 Câncer de Pulmão

3.1 Epidemiologia

O câncer de pulmão é a maior causa de mortalidade por câncer em todo

o mundo, e provavelmente é esperado ser o maior problema de saúde num fu-

turo próximo. As neoplasias pulmonares causam mais mortes do que as qua-

tro mais comuns neoplasias combinadas que incluem mama, cólon, pâncreas

e próstata. Além disso, tem uma das menores taxas de sobrevida em cinco

anos, perdendo apenas para tumores pancreáticos. As projeções sugerem

que o câncer de pulmão será uma das poucas doenças em que a mortalidade

continuará a aumentar em escala global, pelo menos, nos próximos dez anos

[1]. Esta neoplasia representa a principal causa de morte por câncer entre

homens e mulheres em estatísticas norte-americanas com, aproximadamente,

170.000 mortes, em 2008, acometendo cerca de 30 % de mortes por câncer.

Nesse mesmo ano, foi estimado que houve 215.020 novos casos diagnosticados

nos EUA e, aproximadamente, 1,60 milhões de casos foram diagnosticados,

em todo o mundo, com 1.37 milhões de mortes em 2008 [2].

A incidência do câncer de pulmão nos homens declinou depois do pico da

década de 80. Nas mulheres, no entanto, o modelo diferiu signi�cativamente,

pois a incidência mais que dobrou entre as últimas três décadas, alcançando

proporções epidêmicas na atualidade. Na década de 50, era responsável por

3% de todas as mortes por câncer nas mulheres. Em 2009, este número

aumentou para 28% de todas as mortes por câncer nesse grupo. Foi estimado

nesse mesmo ano, que, nos EUA, mais de 30 mil mulheres morreram de câncer

de pulmão (71.030 mortes em homens e em mulheres) do que de câncer de

14



mama (40.480 mortes). Segundo a incidência de casos novos desta neoplasia

em mulheres, aumentou cerca de 600% nos últimos oitenta anos [?]. Veja

abaixo a representação da mortalidade global de câncer de pulmão em homens

e em mulheres (Figura adaptada de Ahmedin Jemal et al [1]).

Figura 1: Mortalidade em Homens e Mulheres

No Brasil, a incidência de câncer de pulmão tem aumentado nas últimas

décadas, e sua mortalidade permanece elevada, de forma similar ao que acon-

tece no restante do mundo. Também é a primeira causa de morte por câncer

entre os homens, porém é a segunda causa de morte entre as mulheres. O

número de casos novos de câncer de pulmão, estimados para o ano de 2010,

será de 17.800 para homens e 9.830 para as mulheres. Dentre as regiões

brasileiras, a região sudeste e sul são as que apresentam as maiores taxas de

carcinoma pulmonar, especialmente o Rio Grande do Sul [3][4].

Apesar dos avanços no tratamento com combinações de novas drogas,

quimioterapia e radioterapia, ainda cerca de 85-90% dos pacientes com câncer

de pulmão morrem em cinco anos do diagnóstico. Com a detecção precoce,

as taxas de sobrevida em cinco anos melhoraria signi�cativamente de 20%,
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nos pacientes com estágio clínico III, para 70% em pacientes com doença em

estágio clínico I. O diagnóstico precoce sofre limitações devido ao fato de que

a doença geralmente se desenvolve de forma assintomática, nos estágios mais

precoces, e os métodos diagnósticos disponíveis não são totalmente con�áveis

[5].

3.2 Fatores de Risco

A associação entre câncer de pulmão e tabagismo é forte e está bem

estabelecida, sendo responsável por mais de 90% das neoplasias pulmona-

res. De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC)

[6], o câncer de pulmão é a mais proeminente causa de morte relatada ao

tabagismo, superando mesmo as mortes de origem cardíaca ou doença pul-

monar obstrutiva crônica. O tabagismo aumenta o risco de todos os tipos

histológicos de câncer de pulmão, porém a mais forte associação está com as

histologias epidermóides, seguidos de carcinomas de pequenas células, e por

último os adenocarcinomas. Nesse último subtipo histológico vem crescendo

a associação com o tabagismo, principalmente em países ocidentais [7][8].

Os determinantes de risco do tabagismo são dependentes do tempo de ex-

posição, do número de cigarros por dia, da idade de início, do tipo de cigarro,

da profundidade de inalação, da suscetibilidade de desenvolver neoplasia e,

além disso, da história familiar. Além do tabaco, há outras substâncias que

contribuem para o desenvolvimento de câncer de pulmão, como asbestos, ní-

quel, sílica, e poluentes atmosféricos. No entanto, os referidos fatores são

responsáveis por uma modesta fração de casos desta neoplasia [8].

A exposição a carcinógenos presentes no tabaco conduzem à aquisição
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de mutações genéticas que podem iniciar a carcinogênese. Entretanto, nem

todas as neoplasias pulmonares se originam de tabagistas, e nem todos os

tabagistas apresentam câncer de pulmão. Assim, fatores herdados provavel-

mente estão envolvidos e podem predispor os indivíduos ao desenvolvimento

desta neoplasia, por aumentarem a suscetibilidade ao dano dos efeitos do

cigarro, ou por aumentarem a predisposição, desconsiderando a história de

tabagismo [9].

Em relação à predisposição ao câncer de pulmão, os estudos mostram

que as mulheres apresentam uma doença biológica e uma história natural

distinta em relação aos homens para o desenvolvimento desta neoplasia. De

modo geral, as taxas de sobrevida em cinco anos para as mulheres com esta

doença apresentam-se em 15,6%, comparadas com 12,4% para os homens.

Por exemplo, as mulheres apresentam sobrevida maior depois da ressecção

cirúrgica em doenças em estágio precoce e também sobrevivem mais tempo

com doença metastática comparadas aos homens [10].

Por outro lado, apesar de viverem mais tempo com a neoplasia do que os

do sexo masculino, alguns trabalhos demonstram que as mulheres são mais

suscetíveis aos efeitos carcinógenos do cigarro do que o sexo oposto. Um

estudo com 800 pacientes que comparou a associação de tabagismo e câncer

mostrou que a razão de chances de desenvolvimento de câncer de pulmão nos

que fumavam 40 maços/ano foi de 27,9 em mulheres e de 9,6 em homens [11].

Esse estudo foi corroborado por outro trabalho com 4.000 pacientes, o qual

demonstrou que as mulheres tabagistas apresentaram 1,5 vezes maior risco

de desenvolver câncer de pulmão que os homens, quando avaliados para o

mesmo número de cigarros/dia [12].
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Sabe-se que a distribuição histológica é distinta entre os dois sexos, pois as

mulheres fumantes desenvolvem, mais frequentemente, adenocarcinomas do

que carcinomas epidermóides, os quais são muito mais comuns em homens.

Dos pacientes não tabagistas, na maioria das vezes, há desenvolvimento de

adenocarcinomas, sendo que são 2,5 vezes mais prováveis ocorrerem em mu-

lheres do que homens. Portanto, as grandes diferenças na distribuição histo-

lógica e na maior suscetibilidade ao desenvolvimento desta neoplasia podem

ser explicadas por diferenças genéticas, biológicas e fatores hormonais [?].

3.3 Apresentação Clínica

As manifestações clínicas do câncer de pulmão são muito variáveis. Cerca

de 5 a 10 % dos pacientes apresentam-se assintomáticos ao diagnóstico, prin-

cipalmente ocorrendo quando os tumores se encontram nas áreas mais peri-

féricas do pulmão. Em um estudo com 600 pacientes, �cou demonstrado que

os pacientes que eram sintomáticos ao diagnóstico já apresentavam doença

avançada. Nessa série, apenas 27% apresentavam sintomas ao diagnóstico re-

latados ao tumor primário como tosse ou hemoptise. A maioria dos pacientes

referiu queixas relatadas à doença metastática ou a sintomas constitucionais

inespecí�cos como anorexia, fadiga, perda de peso e dor óssea. Vários estudos

mostram que os pacientes que assintomáticos ao diagnóstico e que não apre-

sentam anormalidades, em exames laboratoriais, terão uma maior sobrevida,

pois é muito improvável que apresentem doença metastática [13].

Entre as manifestações clínicas de doença localizada, as mais frequentes

são tosse, dispnéia e hemoptise. A tosse está presente no momento do diag-

nóstico da neoplasia pulmonar em 50% das vezes, ocorrendo em quase todos
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os pacientes com doença que não é mais curável. Ela pode ter origem em

muitos fatores como a presença de um tumor central na via aérea, pneumonia

obstrutiva, envolvimento linfonodal e derrame pleural. A dispnéia também é

um sintoma usual que pode ser causada pelo próprio tumor ou pela doença

pulmonar obstrutiva crônica subjacente.

Convém salientar que a hemoptise também se faz presente em grande

parte dos pacientes e consiste, mais comumente, em escarro com raias de

sangue. A hemoptise maciça é muito incomum em pacientes com neoplasia

pulmonar [14].

Os sintomas clínicos mais clássicos de doença avançada em pacientes com

câncer de pulmão são a Síndrome de Veia Cava Superior, o estridor, a rou-

quidão e a Síndrome de Pancoast. A rouquidão é quase sempre causada pelo

envolvimento do nervo laríngeo recorrente, resultando de paralisia de cordas

vocais. Sinais de envolvimento desse nervo sugerem, na maioria das vezes,

uma doença avançada e não mais suscetível à ressecção cirúrgica.

A Síndrome de Veia Cava Superior é uma complicação relativamente co-

mum em pacientes com câncer de pulmão, tanto em NSCLC quanto em

SCLC e é considerada uma emergência médica. É geralmente consequência

da obstrução da veia cava por adenopatia paratraqueal ou extensão central

do tumor primário no lobo superior direito. A extensão e a severidade dos

sintomas dependem de quão rapidamente a obstrução progride e também, da

velocidade de desenvolvimento de circulação colateral [14].

Outra síndrome muito frequente em pacientes com neoplasia pulmonar, e

que indica, na maioria das vezes, doença avançada é a Síndrome de Pancoast.

Ela é caracterizada por plexopatia cervical causada pela presença de tumor
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no ápice do pulmão com invasão de estruturas adjacentes, causando dor em

parede torácica e ombro. Pode ser acompanhada também, por Síndrome de

Horner que se caracteriza por constrição pupilar, ptose palpebral e anidrose,

com dano do tronco nervoso simpático cervical [14].

3.3.1 Síndromes Paraneoplásicas

As síndromes paraneoplásicas são frequentes em pacientes com câncer de

pulmão, porém são clinicamente aparentes em apenas 10 a 20% deles. São

menos comuns em adenocarcinomas do que outros tipos histológicos. Elas

não estão presentes como re�exo da extensão da doença, mas sim, em alguns

pacientes, pode ser o único sintoma da doença nos estágios iniciais. Os

mecanismos etiológicos desta síndrome ainda não estão bem compreendidos,

mas podem estar relacionados a substâncias liberadas pelo tumor, ou mesmo,

como uma resposta imunológica à presença da neoplasia.

A liberação de alguns peptídeos secretados pelos tumores podem mime-

tizar a atividade dos hormônios pituitários. Cerca de 10% apresentam ativi-

dade anormal do ACTH , � ACTH like,� com o desenvolvimento de diabetes

e Síndrome de Cushing. Alguns produzem hormônios antidiuréticos como o

ADH, levando à retenção de líquidos, edema e alterações de eletrólitos [14].

Sintomas neurológicos também podem estar presentes nas síndromes pa-

raneoplásicas como alterações sensoriais, neuropatias autoimunes e encefalo-

mielites. Em alguns pacientes, os sintomas neurológicos podem ocorrer meses

antes de o tumor ser diagnosticado [15].

A hipercalcemia faz-se presente, principalmente, em pacientes com car-

cinomas epidermóides, sendo que é quase patognomônico desta histologia.
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Vários mecanismos patológicos têm sido propostos como lesões ósseas me-

tastáticas, liberação de paratormônios como o PTH, IL-1, TNF, prostaglan-

dinas e linfotoxinas. Portanto, a hipercalcemia está associada geralmente a

pacientes com doença avançada [14].

3.4 Histologias

As neoplasias pulmonares são classi�cadas em dois grandes grupos, os

carcinomas não-pequenas células (NSCLC) e os de pequenas células (SCLC).

Os primeiros são a maioria, com 80% de todos os tumores pulmonares, sendo

que os últimos acometem cerca de 20%. Esta classi�cação está baseada na

característica das células, mas, principalmente, no fato que estes dois grupos

histológicos apresentam comportamento clínico e respondem ao tratamento

de forma completamente diferente um do outro [13].

3.4.1 Neoplasias Não-Pequenas Células de Pulmão (NSCLC)

As neoplasias não-pequenas células de pulmão representam um conjunto

bastante heterogêneo de histologias. As mais comuns dentro desse grupo são

os carcinomas epidermóides, os adenocarcinomas e os carcinomas de grandes

células. Estas histologias são classi�cadas dentro de um mesmo grupo porque

a abordagem diagnóstica, o estadiamento, o prognóstico e o tratamento são

similares.

Os grupos histológicos serão abordados detalhadamente nos próximos ca-

pítulos deste texto.
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Adenocarcinomas

Os adenocarcinomas são o tipo histológico mais frequente, acometendo

cerca de 45% de todas as neoplasias pulmonares, com taxas de crescimento

na maioria dos países. Embora a maioria dos casos sejam observados em

tabagistas, desenvolvem-se mais comumente que as outras histologias em

pacientes que nunca tenham fumado, principalmente em mulheres [16].

Comparados com outras neoplasias pulmonares, os adenocarcinomas são

mais frequentemente periféricos e apresentam-se como nódulos pequenos, ge-

ralmente menores de 4 cm, os quais raramente cavitam. Uma característica

comum desta neoplasia é o envolvimento da parede torácica e da pleura,

muito mais frequentemente que nos outros tumores. Muito incomumente,

os adenocarcinomas apresentam-se em localização central como uma massa

hilar ou perihilar, por isso, são diagnosticados, em muitos casos, através do

escarro [13].

Os adenocarcinomas podem ser únicos ou múltiplos, e o modelo de dis-

seminação é pela via linfática ou hematogênica. A disseminação aerógena

também ocorre, mas basicamente é mais típica de carcinomas bronquiolo-

alveolares, formando lesões separadas da principal e em diferentes lobos.

Muitas vezes, a disseminação destes tumores se dá via superfície pleural,

mimetizando os mesoteliomas.

Cerca de 20% dos adenocarcinomas diagnosticados já apresentam metás-

tases a distância, sendo que o sistema nervoso central, os ossos, a adrenal e

o fígado são os locais preferenciais de acometimento de metástases. Quando

a ressecção cirúrgica é possível, as chances de recidiva são muito menos fre-
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quentes do que os outros tipos histológicos [14].

De acordo com a Classi�cação Histológica Internacional de Tumores (WHO

Classi�cation), os adenocarcinomas são classi�cados em cinco subtipos histo-

lógicos: acinar, papilar, sólido com produção de mucina, bronquioloalveolares

e adenocarcinomas mistos. O modelo mais comum é o tipo acinar em que as

células formam estruturas parecidas com glândulas ou estruturas tubulares.

As formas menos frequentes são as formas papilares, micropapilares e arran-

jos em anel de sinete. A signi�cância clínica destas últimas estruturas são

relacionadas com um pobre prognóstico [13].

A maioria dos adenocarcinomas, cerca de 90%, são heterogêneos, consis-

tindo de dois ou mais subtipos histológicos em um mesmo tumor, sendo por-

tanto, categorizados como mistos. A diferenciação histológica, característica

que distingue os adenocarcinomas de outros carcinomas invasivos, são a di-

ferenciação glandular e/ou a produção de mucina. Os elementos glandulares

e os vacúolos de mucina dos adenocarcinomas são organizados em diferentes

modelos que, deste modo, podem ser divididos em diferentes subgrupos [13].

Em relação às características de imuno-histoquímica, esses tumores va-

riam de acordo com o grau e o subtipo de adenocarcinoma. A expressão

de marcadores epiteliais como AE1/AE3 e antígeno carcinoembriônico são

típicos.

A graduação dos adenocarcinomas em bem, moderado e pobremente di-

ferenciados está baseada na semelhança dos adenocarcinomas nas caracterís-

ticas acinares e papilares, com o tecido pulmonar normal. O grau histológico

tem implicação prognóstica importante. Em geral, pacientes com adenocar-

cinomas, pobremente diferenciados, apresentam maiores taxas de recorrência
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local e maior número de metástases em linfonodos que pacientes com a his-

tologia moderada e bem diferenciada. Além disso, os subtipos, como os

papilares e os micropapilares, por si só, já carregam um mau prognóstico,

independente do grau de diferenciação. Os estudos sugerem que o alto grau

do tumor, a presença de necrose, de invasão linfática e de mais 25% de com-

ponente papilar são fortes indicadores de comportamento agressivo do tumor

[14][17].

Carcinomas Epidermóides

Aproximadamente 29% dos tumores pulmonares são carcinomas epider-

móides, sendo que 90% deles estão relacionados aos pacientes tabagistas.

O arsênico também é uma substância que fortemente está associada a esta

histologia [18].

A maioria destas neoplasias de células escamosas, cerca de 70%, apresentam-

se como tumores centrais na via aérea, crescendo como grandes massas cen-

trais que podem cavitar. Quando estão localizados no sulco superior do

pulmão, são chamados tumores de Pancoast, pois comumente estão asso-

ciados com a destruição de arcos costais posteriores, ocasionando, muitas

vezes, a Síndrome de Horner. Similarmente às outras neoplasias pulmonares,

disseminam-se primariamente tanto pela via linfática, quanto pela hemato-

gênica [14].

A característica principal destas células são o desenvolvimento de pérolas

de queratina e pontes intercelulares, podendo desenvolver áreas irregulares

de necrose central descritas como necrose geográ�ca. Uma característica im-
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portante destes tumores é o componente estromal, que consiste na perda

de tecido �broblástico com um componente in�amatório constituído de cé-

lulas plasmáticas, macrófagos e linfócitos. Embora todas estas característi-

cas sejam claramente aparentes em carcinomas epidermóides bem diferenci-

ados, são difíceis de serem encontradas naqueles pobremente diferenciados,

levando-se em conta que nestes há constitutivamente menos queratinização

e pontes intercelulares. A maioria dos carcinomas epidermóides expressam

citoqueratinas, queratinas de alto peso molecular (34BE12) e antígeno car-

cinoembriônico através da técnica de imuno-histoquímica [19].

Tipicamente, os carcinomas epidermóides são localmente agressivos, pois

se estendem diretamente às células adjacentes, substituindo o tecido pré-

existente. São encontrados, mais frequentemente, substituindo os septos al-

veolares do que a superfície da parede dos alvéolos. Os carcinomas bem di-

ferenciados costumam apresentar invasão local em linfonodos e diretamente

dentro do tórax envolvendo estruturas adjacentes. Por outro lado, os car-

cinomas pobremente diferenciados produzem metástases precocemente para

órgãos distantes, preferencialmente para o cérebro, o fígado e para as adre-

nais. No entanto, a frequência em que ocorrem estas metástases são muito

menores que as produzidas pelos adenocarcinomas [20].

As anormalidades genéticas são comuns nos carcinomas epidermóides,

assim como na maioria dos NSCLC. As mutações no gene p53 são bastante

frequentes nesta histologia, assim como a expressão do EGFR por imuno-

histoquímica, que se encontra presente em torno de 84%. No entanto, as

mutações no gene do EGFR e do KRAS acontecem, mais frequentemente,

nos adenocarcinomas [21].
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Para o diagnóstico histológico, a biópsia endobrônquica é o procedimento

mais comumente utilizado, pois como estes carcinomas se localizam prin-

cipalmente em áreas centrais da via aérea, podem ser de mais fácil acesso

pelo endobrônquio. Ao diagnóstico, o estágio da doença e a performance

clínica dos pacientes são os mais importantes indicadores prognósticos para

sobrevida, embora o grau de diferenciação da histologia também seja impor-

tante. Portanto, se compararmos estágio por estágio, as taxas de sobrevida

de carcinoma de células escamosas é signi�cativamente melhor que dos ade-

nocarcinomas. Aproximadamente 80% dos pacientes em estágio I (T1N0M0)

com carcinoma de células escamosas estarão vivos em cinco anos comparados

com apenas 60-70% dos pacientes com adenocarcinomas. Diferenças similares

são vistas também nos estágios II destas duas histologias [14].

Carcinomas de Grandes Células

Os carcinomas de grandes células acometem cerca de 9% de todas as

neoplasias primárias de pulmão. Também, como vistos nos tipos histológi-

cos anteriores, os carcinomas de grandes células predominam em indivíduos

tabagistas, com exceção do subtipo linfoepitelioma. Em oposição aos adeno-

carcinomas, a maioria dos pacientes diagnosticados com esta histologia são

do sexo masculino [13].

Os sintomas são comuns, assim como os outros tipos de neoplasias de

não pequenas células de pulmão. A ocorrência desses tumores é predominan-

temente periférica, assim como nos adenocarcinomas, apresentando-se como

grandes massas, que frequentemente invadem a pleura visceral, a parede torá-
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cica e as estruturas adjacentes. O modelo de disseminação desses carcinomas

é também hematogênica e linfogênica. As metástases ocorrem, mais comu-

mente, em linfonodos hilares ou mediastinais seguidas por metástases para a

pleura, os ossos, o cérebro e o pericárdio.

As neoplasias de grandes células não são diferenciadas, isto é, não apre-

sentam características de carcinomas de pequenas células, de carcinomas epi-

dermóides ou de adenocarcinomas, por isso, na maioria das vezes, são um di-

agnóstico de exclusão. A pobre diferenciação sem características histológicas

que permitem qualquer identi�cação de estruturas, faz com que esse tumor

tenha um comportamento biológico muito agressivo. Embora alguns estudos

tenham sugerido que a origem do tumor de grandes células não está bem de-

�nida, a análise ultraestrutural tem revelado alguns esboços de diferenciação

glandular [13].

Caracteristicamente, as células são grandes com presença de nucléolos

proeminentes e com citoplasma claramente visível. As células tumorais estão

dispostas em forma de ninho e, visivelmente, apresentam numerosas mitoses,

sendo que a presença de necrose é muito comum. O grupo desta neoplasia de

grandes células é bastante heterogêneo, pois inclui os subtipos de células cla-

ras, grandes células com fenótipo rabdóide, grandes células com componente

neuroendócrino e, por último, o carcinoma tipo-linfoepitelioma [14].

Em relação a alterações moleculares, muito poucos estudos têm sido re-

latados com relação à ocorrência de anormalidades moleculares especí�cas

desta neoplasia. Sabe-se que algumas alterações genéticas e moleculares são

semelhantes a outras histologias não-pequenas células de pulmão como, por

exemplo, as mutações do gene p53 e do gene KRAS [13].
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Os critérios para a determinação de prognóstico dos carcinomas de grande

células são idênticos aos aplicados para os NSCLC.

3.4.2 Neoplasias de Pequenas Células de Pulmão (SCLC)

Os carcinomas de pequenas células comprometem cerca de 15 a 20% de

todas as neoplasias pulmonares e estão associados intimamente com o taba-

gismo. Eles estão agrupados isoladamente dos NSCLC, porque apresentam

um comportamento biológico distinto dos demais. Costumam ser muito mais

agressivos, sendo que, sem tratamento, a média de sobrevida é apenas 2 a 4

meses [22][14].

Como o nome já refere, é composto por pequenas células com escasso

citoplasma, células redondas, ovais e fusiformes. O núcleo é, geralmente,

�namente granular, com tendência a se tornar facilmente deformado pelo

contato com as outras células e estruturas. São tumores altamente prolifera-

tivos com elevada contagem de mitoses [23][13].

Tais tumores se apresentam tipicamente, como tumores com localização

central, hilar ou perihilar com in�ltração de submucosa brônquica e tecido

peribrônquico. Na maioria das vezes, esses tumores tem um aspecto de gran-

des massas e com presença de extensa necrose. No momento do diagnóstico,

a maioria dos pacientes já se tem metástases em linfonodos. A tendência de

disseminação rápida pela via hematogênica e linfogênica, fez com que o esta-

diamento não seguisse o sistema TNM como nas demais histologias, mas sim,

fosse classi�cado como doença limitada ou extensa. Os detalhes da descri-

ção do estadiamento clínico serão abordados em sessão especí�ca deste texto

28



[14][24].

Os sintomas clínicos dos pacientes que apresentam carcinoma de peque-

nas células estão mais relacionados à doença disseminada como, por exem-

plo, a presença de metástases hepáticas ou cerebrais, já que estes tumores

se disseminam precocemente. Ao diagnóstico, as metástases cerebrais não

são muito frequentes, porém elas tendem a se desenvolver durante o curso da

doença, devido à agressividade do tumor. Além disso, estes tumores produ-

zem sintomas relacionados às síndromes paraneoplásicas que, classicamente

nesta histologia, incluem a síndrome inapropriada do hormônio antidiurético,

degeneração cerebelar paraneoplásica, entre outras [25].

Em relação à imuno-histoquímica, os carcinomas de pequenas células são

positivos para CD56, cromogranina e sinapto�sina. A característica que dis-

tingue os carcinomas de pequenas células é a expressão de marcadores neu-

roendócrinos como a cromogranina e sinapto�sina, que se mostram positivos

em mais de 90% das vezes. Em menos de 10% dos casos, os carcinomas de

pequenas células demonstram uma combinação de histologias de NSCLC.

Vários são os fatores de mau prognóstico em pacientes que apresentam

SCLC, sendo que mais importantes são a presença de doença extensa, uma

pobre performance clínica do paciente ao diagnóstico, elevados níveis séricos

de LDH, fosfatase alcalina e baixos níveis de albumina e de sódio. Nestes

tumores, os fatores genéticos ou histológicos não foram considerados fatores

preditivos de prognóstico de forma tão importante quanto nas outras histo-

logias já citadas.

Em relação à biologia molecular dos SCLC, estes apresentam altas taxas

de mutação no gene p53, sendo um gene muito mais frequentemente mutado
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que nas histologias dos NSCLC, contribuindo assim para o comportamento

agressivo deste tumor. Além do já citado gene, ocorre também a inativação

do gene do retinoblastoma (RB) de forma quase universal nos pacientes com

SCLC [14][13].

3.5 Diagnóstico e Estadiamento

O tipo histológico e o estadiamento do tumor são as duas variáveis mais

importantes na análise prognóstica do câncer do pulmão. A amostra teci-

dual adequada para realização da análise patológica da neoplasia pulmonar é

importante para realizar o diagnóstico histológico com precisão. Várias op-

ções são disponíveis como: amostra de escarro, lavado broncoalveolar, biópsia

broncoscópica ou por toracoscopia e material cirúrgico ressecado [14].

Após a análise do tipo histológico da neoplasia pulmonar, segue-se o sis-

tema de estadiamento o qual tem, como objetivo principal, a avaliação da

extensão do tumor no tórax e em órgãos distantes. Ele tem a função tam-

bém de classi�car os pacientes para determinado tipo de tratamento, ou seja,

desde a ressecção cirúrgica até o tratamento paliativo. Os exames para es-

tadiamento, de modo geral, incluem exame físico, tomogra�as de tórax e

abdômen e testes laboratoriais sanguíneos. O sistema de avaliação da exten-

são do câncer do pulmão baseia-se na análise do tumor primário, na avaliação

dos linfonodos regionais e no envolvimento do tumor a distância. O sistema

TNM foi proposto originalmente por Denoix, em 1946, e já sofreu várias

modi�cações, ao longo do tempo, no sentido de aperfeiçoá-lo [14][24].
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O estadiamento do câncer de pulmão tem sido alterado recentemente em

2009 pela IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer),

como resultado da sétima edição da classi�cação do TNM, pois, mais acura-

damente, correlaciona-se com extensão anatômica e prognóstico da doença.

Foram analisados 67.725 pacientes com NSCLC com um seguimento de cinco

anos. A análise por Kaplan-Meier, através das curvas de sobrevida, revelou

que tumores T1 com até 2 cm de tamanho, apresentavam sobrevida maior

quando comparados àqueles com mais de 2 cm. Por conseguinte, a classi�ca-

ção de tumores T1a e T1b foram introduzidas. Outras alterações importantes

foram feitas como, por exemplo, pacientes com tumores T4, devido à pre-

sença de nódulos pulmonares tumorais no mesmo lobo do tumor primário,

passaram para a categoria T3. Além disso, pacientes com derrame pleural

ou pericárdio neoplásico foram classi�cados como M1, ou seja, metastáticos

[26].

O estadiamento para os SCLC permanece classi�cado como doença limi-

tada e extensa. A de�nição de doença limitada se refere ao tumor que se

enquadra em um campo de radioterapia, geralmente, quando a doença for

con�nada a um hemitóra, em que se localiza o tumor primário (incluindo o

mediastino e linfonodos supraclaviculares). Por outro lado, doença extensa é

referida a tumores que apresentam metástases além do tórax, que são equi-

valentes ao estágio IV em NSCLC.

Abaixo, o novo estadiamento das neoplasias pulmonares [26].
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3.5.1 Estadiamento da Neoplasia Pulmonar Não-Pequenas Célu-

las

� T-Tumor Primário

� Tx- Tumor primário não pode ser avaliado

� T0- Sem evidência de tumor primário

� Tis- Carcinoma in situ

� T1- tumor ≤3cm nas maiores dimensões, circundado por pulmão

ou pleura visceral, sem evidência broncoscópica de invasão mais

proximal que o brônquio lobar)

� T1a Tumor ≤2 cm na maior dimensão

� T1b Tumor >2 cm mas não >3 cm na na maior dimensão

� T2 Tumor > 3 e < 7cm na maior dimensão ou compromete o

brônquio principal, com 2 cm ou mais distalmente à carina ou in-

vade a pleura visceral ou associado com atelectasia ou pneumonite

obstrutiva que se estende até a região hilar, mas não envolve todo

o pulmão

� T2a Tumor >3 cm e ≤5 cm na maior dimensão

� T2b Tumor >5 cm e ≤7 cm na maior dimensão

� T3 Tumor > 7cm que invade diretamente a parede torácica, o dia-

fragma, o nervo frênico, a pleura mediastinal, o pericárdio parietal

tumor do brônquio principal com menos de 2 cm distalmente à ca-

rina, mas sem envolvimento da mesma; ou tumor associado com
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atelectasia ou pneumonite obstrutiva. Presença de mais que um

nódulo no mesmo lobo pulmonar

� T4 Tumor de qualquer tamanho que invade qualquer das seguintes

estruturas: mediastino, coração, grandes vasos, traquéia, esôfago,

corpo vertebral, carina; presença de nódulos pulmonares em dife-

rentes lobos ipsilaterais

� N-Linfonodos

� NX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados

� N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais

� N1 Metástase em linfonodos peribrônquicos e/ou hilares homola-

terais e nódulos intrapulmonares, incluindo o comprometimento

por extensão direta

� N2 Metástase em linfonodo(s) mediastinal(ais) homolateral(ais)

e/ou em linfonodo(s) subcarinal(ais)

� N3 Metástase em linfonodo(s) mediastinal(ais) contralateral(ais),

hilar(es) contralateral(ais), escaleno(s) homo- ou contralateral(ais),

ou em linfonodo(s) supra-clavicular(es)

� M- Metástase a Distância

� MX A presença de metástase a distância não pode ser avaliada
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� M0 Ausência de metástase a distância

� M1a Nódulos tumorais em lobos contralaterais e/ou presença de

nódulos pleurais ou derrame pleural ou derrame pericárdico

� M1b metástases a distância

O agrupamento por estágios está sumarizado abaixo:

� TX N0 M0- Carcinoma Oculto

� Estágio 0- Tis N0 M0

� Estágio IA- T1 N0 M0

� Estágio IB- T2 N0 M0

� Estágio IIA- T1 N1 M0

� Estágio IIB-T2 N1 M0 / T3 N0 M0

� Estágio IIIA- T1 N2 M0/ T2 N2 M0/ T3 N1 M0/ T3 N2 M0

� Estágio IIIB- qualquer T N3 M0/ T4 qualquer N M0

� Estágio IV-qualquer T qualquer N M1

3.5.2 Estadiamento da Neoplasia Pulmonar de Pequenas cé-
lulas

� Doença Limitada

� Con�nada a um hemitórax
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� Metástase supraclavicular unilateral

� Doença tratável por um único campo de radioterapia

� Doença Extensa

� Pacientes com presença de doença extratorácica

� Derrame pleural

� Doença intratorácica extensa que não pode ser tratada com um

campo de radioterapia.

3.6 Tratamento e Terapias-Alvo no Câncer de Pulmão

3.6.1 Tratamento das Neoplasias Não-Pequenas Células de Pul-

mão

O sucesso do tratamento para os pacientes com câncer de pulmão ainda

permanece uma tarefa difícil. Ele continua sendo um dos tumores mais desa-

�antes pois, infelizmente, as taxas de sobrevida em cinco anos não têm sido

muito alteradas nos últimos 30 anos. As taxas de sobrevida variam entre 10

a 15% em cinco anos [27].

A maioria dos pacientes com NSCLC morrem como resultado de sua do-

ença em 1 a 2 anos após o diagnóstico. Muitos fatores são responsáveis pela

baixa sobrevida, principalmente pelos fatos de que a maior parte dos pacien-

tes é diagnosticada com doença avançada e pela falta de adequados métodos
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para detectar doença precoce. Além disso, pacientes tabagistas apresentam

comorbidade clínicas cardiovasculares que di�cultam o tratamento cirúrgico,

quimioterápico ou radioterápico.

O manejo cirúrgico de pacientes com NSCLC ainda permanece a única

modalidade terapêutica de cura desta neoplasia. Do ponto de vista cirúr-

gico, apenas os pacientes diagnosticados com estágios clínicos de I a IIIA,

têm indicação de ressecção das lesões com intensão curativa. Mesmo após a

cirurgia, a quimioterapia adjuvante, baseada em platina, está indicada e tem

trazido uma melhora da sobrevida global em 5 anos nos pacientes com EC II

a IIIA. O benefício do tratamento adjuvante nos pacientes com EC IB não é

muito claro. Pacientes com EC IA não têm indicação de quimioterapia após

a cirurgia [28][29]

No entanto, apesar de a ressecção cirúrgica ser a melhor opção tera-

pêutica, poucos pacientes conseguem alcançar uma longa sobrevida livre de

doença, ou mesmo a cura da neoplasia. Infelizmente, a pequena fração de

pacientes diagnosticados com doença precoce, apresentam condições clínicas

adequadas para se submeterem à ressecção pulmonar. A maioria apresenta

doença pulmonar obstrutiva crônica e comorbidades cardíacas decorrentes

do tabagismo que impossibilitam a realização de uma pneumectomia, ou

mesmo, de uma lobectomia. Além disso, um signi�cativo número de doentes

que realizam cirurgia, sofre recidiva da doença, geralmente com metástases

extratorácicas. A sobrevida média é de aproximadamente 4 a 5 meses e as

taxas de sobrevida em um ano são em torno de 10% em casos de pacientes

que apenas receberam medidas de suporte [14][1].

Os pacientes com doença localmente avançada e que não são candida-
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tos à cirurgia, EC IIIB, são normalmente considerados para tratamento com

a combinação de quimioterapia e radioterapia para estabelecer o controle

da doença. Salienta-se que combinações de quimioterapia com duas dro-

gas, sendo que uma delas deve ser uma platina, é o esquema de tratamento

padrão. A quimioterapia não apenas fornece citorredução das lesões, mas

também contribui para radiossensibilizar e para erradicar micrometástases

do tumor a distância. Cerca de 30 a 40% dos pacientes que são tratados com

quimioterapia de primeira linha serão candidatos a tratamento de segunda

linha, se bem que que, nesta fase, seja recomendado tratamento com apenas

uma droga [14] [28].

Até muito recentemente, todos os pacientes com NSCLC com doença

avançada, com boa performance clínica bene�ciavam-se de quimioterapia

com duas drogas como primeira linha. No entanto, estudos de Fase I e

II com inibidores de tirosino quinase, ge�tinib e erlotinib, demonstraram

respostas tumorais importantes em cerca de 10% dos pacientes que apresen-

tavam, anteriormente, resistência à quimioterapia convencional. Atualmente,

o tratamento com estes inibidores de tirosino quinase foram aprovados como

primeira linha para NSCLC com doença avançada [30][31].

No tratamento dos pacientes com doença metastática, além da paliação

para melhora dos sintomas clínicos, podem-se observar taxas de resposta de

até 20 a 30%. Além disso, ocorre uma melhora na sobrevida mediana de

oito a nove meses, comparados com apenas quatro a seis meses em pacientes

com suporte clínico [32]. Além do aumento na sobrevida dos pacientes com

doença avançada, através do uso de drogas inibidoras de tirosino quinase,

tais pacientes puderam também se bene�ciar de drogas inibidoras da angio-
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gênese, como o bevacizumabe. Este anticorpo monoclonal tem alta a�nidade

ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em pacientes com NS-

CLC. Sandler et al, em estudo de Fase III, demonstrou um benefício com

adição desta droga em primeira linha em combinação com platina e taxano,

com aumento da sobrevida em 2 a 3 meses [33]. Esta droga mostrou benefí-

cio apenas em pacientes com NSCLC de histologia não epidermóide, quando

em combinação com quimioterapia. Um estudo recente mostrou que, para

pacientes com histologia epidermóide, esta droga está contra-indicada pelo

risco de hemoptise importante, podendo haver um desfecho fatal nestes paci-

entes. O objetivo principal de realizar tratamento em pacientes com doença

avançada, que são incuráveis, é muito mais realizar um controle da doença

para não apenas maximizar quantidade, mas sobretudo a qualidade de vida

[34].

Mais recentemente, novos protocolos com terapias-alvo têm a �nalidade

de melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes com câncer de

pulmão. O maior conhecimento da biologia molecular, por meio do estudo do

comportamento celular na progressão do tumor e no surgimento das metás-

tases, pode facilitar o desenvolvimento de novas drogas. O foco de pesquisa

atual é buscar uma melhor terapêutica, baseada na classi�cação de algorit-

mos, que procuram a presença de alterações genéticas e também a expressão

de marcadores celulares [35]. Estes podem ser usados para identi�car drogas

ou agentes terapêuticos com ação especí�ca em determinados receptores de

membrana que apresentam papel crítico no crescimento e na sobrevivência

das células. Já se conhecem, por exemplo, muitas mutações presentes em his-

tologias dos adenocarcinomas, como nos genes KRAS, EGFR e EML4-ALK.
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No entanto, apesar de todos os esforços que têm sido feitos até o momento,

mais de 50% destas alterações moleculares permanecem desconhecidas, e ape-

nas se pode identi�car alvos terapêuticos em 20% destes tumores [9][36].

Abaixo, está melhor representado por meio de um diagrama das mutações

conhecidas em adenocarcinomas (Figura adaptada de Lucian R. Chirieac

[37]).

Figura 2: Mutações conhecidas em adenocarcinomas.

3.6.2 Tratamento das Neoplasias de Pequenas Células de Pulmão

Nos últimos 20 anos, tem aumentado o interesse na melhor maneira de se

manejar os pacientes com SCLC. No entanto, a compreensão da biologia mo-

lecular dos SCLC ainda permanece pobre e muito pouco se tem avançado em

termos de melhora nas modalidades terapêuticas nesta histologia de câncer

de pulmão. O prognóstico destes pacientes é determinado não apenas pela

39



extensão da doença, mas também, pela performance clínica. Os marcadores

tumorais são fatores prognósticos independentes [14][38].

No momento do diagnóstico, dois terços dos pacientes com SCLC apresen-

tam doença disseminada, fazendo com que a quimioterapia seja o principal

tratamento. Os carcinomas deste grupo histológico são altamente sensíveis a

drogas quimioterápicas, sendo que cerca de 60 a 80% dos pacientes alcançam

respostas objetivas. No geral, a sobrevida dos pacientes com doença limitada,

submetidos à quimioterapia, varia entre 18 e 20 meses, e, nos pacientes com

doença extensa, a sobrevida varia de 8 a 12 meses. No entanto, as recidivas

são muito frequentes, pois as respostas ao tratamento, na maiorias das vezes,

são apenas temporárias. De 15% a 20% dos pacientes com doença limitada

e menos de 5% daqueles com doença extensa estarão livres da doença por

mais de 2 anos [5].

Os regimes de drogas quimioterápicas também são baseados em platina,

com duas drogas, sendo que a cisplatina e o etoposide ainda permanecem

o tratamento padrão. Pacientes que apresentam doença limitada devem ser

manejados com radioterapia concomitante ao esquema etoposide e cisplatina,

pois esta última é radiossensibilizante. Muito embora, apesar de o tratamento

combinado ser muito mais e�caz, poucos pacientes conseguem tolerá-lo, de-

vido aos efeitos adversos importantes. A toxicidade hematológica é o fator

limitante desta combinação de tratamento [39][14].

Recentemente, a radioterapia pro�lática em sistema nervoso central (SNC),

para pacientes recém-diagnosticados com carcinomas de pequenas células de

pulmão, tem desempenhado um importante papel no manejo terapêutico,

principalmente nos pacientes que apresentam doença limitada. Estes paci-
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entes têm 60% de risco de desenvolvimento de metástases cerebrais em 2 a 3

anos do início do tratamento. Uma metanálise mostrou uma diminuição da

ocorrência de metástases cerebrais através da irradiação pro�lática, melho-

rando, assim, a sobrevida livre de progressão e sobrevida global dos pacientes

com SCLC [40].

3.7 Biologia Molecular do Câncer de Pulmão

De modo geral, a transformação maligna das células pulmonares, na mai-

oria das vezes, é caracterizada por instabilidade genética que pode ocorrer

ao nível cromossomal com perda ou ganho de material, translocações ou ins-

tabilidade microssatélite. O dano ao telômero no �nal do cromossomo está

associado à instabilidade genômica, conduzindo a anormalidades cromossô-

micas. Importante salientar o fato de que o comprimento do telômero regula

a capacidade replicativa das células, ou seja, a cada processo de replicação o

telômero torna-se cada vez mais curto, até que, em um determinado ponto

do telômero, a célula sofre apoptose. Portanto, a ativação da telomerase em

células pré-malignas evitam a perda do telômero, tornando as células imorta-

lizadas. Acredita-se que este fenômeno ocorra em mais de 85% das neoplasias

não-pequenas células, e em quase 100 % das neoplasias de pequenas células

de pulmão [9][14].

Outros eventos moleculares que conduzem ao processo intracelular de ini-

cialização do desenvolvimento neoplásico são as mutações em genes críticos

na regulação do crescimento e diferenciação celular. Os mais relevantes ca-
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minhos de sinalização celular no câncer de pulmão, incluem os membros da

família do EGFR, cMyC, RAS e STAT3. Os protooncogenes são frequen-

temente ativados por mutações genéticas, principalmente do KRAS e do

EGFR, e rearranjos cromossômicos tais como translocações e inversões como

EML4-ALK. Outros mecanismos de ativação de protooncogenes, descobertos

recentemente, são as ampli�cações de genes, como, por exemplo, do EGFR,

do HER2, do KRAS e do CMET, entre outros. No entanto, o verdadeiro

signi�cado destas ampli�cações genéticas no câncer de pulmão estão ainda

em investigação [36][14].

A seguir, serão detalhados os principais fatores de crescimentos e muta-

ções que ocorrem no câncer de pulmão.

3.7.1 Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) desempenha um

papel importante na diferenciação, manutenção e desenvolvimento celular.

Ele está presente em células normais como células de origem epidérmica,

mesenquimal e neurogênica. Quando o EGF se liga ao seu receptor EGFR,

os caminhos de sinalização são ativados, conduzindo assim à proliferação

celular [41].

O gene do EGFR está localizado no braço curto do cromossomo 7, apre-

sentando 27 introns e 28 exons. Este fator de crescimento pertence à grande

família HER/erB de receptores de tirosino quinase, que incluem também

HER1, HER2, HER3 e HER4. Os referidos receptores são todos compos-

tos por um domínio ligante extracelular transmembrana e um intracelular
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tirosino quinase. O EGFR transmite sinais de crescimento do domínio ex-

tracelular para o interior do citoplasma, emitindo estímulos para o núcleo

através da transdução de sinal, levando à síntese proteica. Os caminhos de

sinalização, no interior das células, através do EGFR, são mediados pelas

Ras/MAPK (proteína quinase de atividade mitogênica), PI3K (fosfatidilino-

sitol 3-quinase), STAT e receptores acoplados à proteína G, como os recep-

tores do peptídeo liberador de gastrina (GRPR) [35][42].

Na �gura 3, está representado o receptor EGFR com suas interações

intracelulares (Figura adaptada de Source BioScience).

Figura 3: Caminhos de sinalização intracelular do EGFR

A superexpressão do gene do EGFR, devido à mutação, ou mesmo à al-

teração estrutural do receptor, conduz à carcinogênese de forma facilitada.

O EGFR desempenha um dos mais importantes fatores de crescimento e

proliferação nas neoplasias pulmonares. Em 2004, foram descobertas mu-

tações intracitoplasmáticas do gene EGFR em NSCLC, especialmente em

adenocarcinomas, nos quais são mais frequentes. Na forma normal, o domí-
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nio quinase do EGFR normalmente está na sua forma inativa, pois existe

uma auto-inibição da sua atividade. Constata-se que, quando existe a mu-

tação do domínio tirosino quinase do EGFR, ocorre a desestabilização da

conformação do receptor. O resultado é a constante ativação do EGFR e da

cascata de sinalização intracelular, principalmente do AkT e STAT que têm

funções antiapoptóticas e de crescimento celular. As mutações podem ocor-

rer em muitos sítios dos exons 18 ao 21 do EGFR, porém cerca de 85-90%

das mutações consistem em deleções no éxon 19 e mutações ponto no éxon

21 [41][14].

Em relação às características clinicopatológicas, os pacientes que carre-

gam mutações do EGFR geralmente são jovens, com predominância no sexo

feminino, não tabagistas e de etnia asiática. De modo geral, as mutações

são mais comuns em mulheres, do que em homens (42% versus 14%), em

indivíduos que nunca fumaram em relação aos tabagistas (51% versus 10%),

muito mais frequentes em adenocarcinomas do que em outras histologias

(40% versus 3%). Em relação à etnicidade, a prevalência de mutações são

signi�cativamente maiores na população oriental, revelando até 50% de mu-

tações neste grupo populacional. Por outro lado, nos países ocidentais, estas

mutações não ultrapassam de 8 a 15%. Todas estas diferenças signi�cativas

da presença de mutações, em subgrupos populacionais com características

próprias, sugerem fortemente que diferentes etiologias e mecanismos podem

estar envolvidos no desenvolvimento do câncer de pulmão [43][41].

Além disso, as mutações do domínio do EGFR são mais prevalentes em

alguns subtipos especiais de adenocarcinomas, embora a literatura ainda seja

muito con�itante a este respeito. O carcinoma bronquioloalveolar é o subtipo
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histológico em que se tem mais discutido sobre estar relacionado com mu-

tações no EGFR. Uma análise de 139 pacientes com NSCLC revelou que as

mutações do EGFR foram signi�cativamente mais frequentes entre pacien-

tes que apresentavam características bronquioloalveolares do que os que não

apresentavam (38% vs. 14%, p< 0.001) [44], embora alguns estudos tenham

falhado em demonstrar esta associação. Outros trabalhos sugerem que a pre-

dominância de características papilares na histologia seja um fator preditivo

de resposta aos inibidores de tirosino quinases, sugerindo que as mutações

no EGFR poderiam ser mais comuns entre este subtipo de adenocarcinoma.

O estudo de Ohtsuka et al encontrou uma associação entre as mutações no

EGFR e o subtipo papilar. Encontrou também uma associação com esta

mutação, quando havia a presença de apenas focos de carcinoma bronquio-

loalveolar, sugerindo que ambos são importantes preditores de mutações no

EGFR. Por outro lado, a literatura é mais clara quando sugere que os adeno-

carcinomas com características mucinosas, raramente estão associados com

a presença de mutações no EGFR, mas sim com a presença de mutações no

gene do KRAS [45][46].

As mutações no gene do EGFR são muito importantes na prática clínica,

pois de�nem um novo grupo de pacientes com NSCLC que poderiam ser

tratados mais efetivamente por especí�cas terapias-alvo. Quando mutado, ele

está intimamente correlacionado com a maior sensibilidade e é considerado

um poderoso preditor de resposta a drogas inibidoras de tirosino quinases,

como ge�tinib e erlotinib. Estes dois quimioterápicos já foram aprovados

para uso em adenocarcinomas com mutações no EGFR, pois são capazes de

inibir, de forma e�caz, a tirosino quinase do domínio intracelular do EGFR.
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Em um estudo de Tatcher, com 1692 pacientes, demonstrou que o ge�tinibe

foi capaz de aumentar a sobrevida em pacientes asiáticos e não tabagistas,

revelando que estes pacientes apresentavam mutações mais frequentes [31].

Estudo de Eberhard et al, em subanálise de 228 pacientes, que haviam

sido testados para mutação do EGFR, demonstrou que os pacientes com

mutação no EGFR apresentaram signi�cativamente melhores resultados clí-

nicos, incluindo sobrevida, comparados com pacientes que não apresentaram

mutações no EGFR, independentemente do tipo de terapia aplicada [47].

Um trabalho de Sasaki et al, com 95 pacientes com NSCLC, mostrou que os

35 pacientes que carregavam a mutação no EGFR apresentaram uma sobre-

vida signi�cativamente melhor que os 60 pacientes com EGFR não mutado

(p=0,014). Portanto, as evidências são cada vez mais fortes de que os paci-

entes que apresentam este gene mutado têm um melhor prognóstico e uma

maior sobrevida que aqueles que não carregam a mutação, independente-

mente de qualquer tratamento recebido [48].

Recentemente, identi�cou-se que, além da presença de mutação do EGFR,

podem também apresentar aumento no número de cópias ou ampli�cações

deste gene. Vários estudos mostram que o aumento do número de cópias

está associado à maior agressividade e à mais pobre diferenciação do tumor.

Um estudo de Lynette et al, com 99 pacientes asiáticas e não tabagistas,

demonstrou que as ampli�cacões genéticas estiveram associadas com a mais

rápida progressão tumoral, com estágios clínicos mais avançados e com uma

menor diferenciação histológica [49]. No entanto, um estudo realizado de

Liu et al, com 187 pacientes com NSCLC, revelou resultados contrários ao

estudo anterior. Tanto os pacientes com mutações no EGFR, quanto os
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que apresentavam ampli�cações do gene tiveram maior sobrevida global que

aqueles sem estas alterações. As informações prognósticas em relação às

ampli�cacões genéticas ainda são muito discordantes e, por isso, melhores

estudos são necessários para consolidar o seu verdadeiro papel na biologia

molecular do câncer de pulmão [50].

Considerável esforço tem sido feito na tentativa de desvendar quais os

mecanismos moleculares subjacentes que estão envolvidos nas grandes di-

ferenças que existem das taxas de respostas objetivas e sobrevida global ao

tratamento com inibidores de tirosino quinases entre asiáticos e não-asiáticos.

Vários estudos clínicos têm sido relatados, mostrando que pacientes asiáti-

cos com mutações no EGFR, que receberam ge�tinibe como primeira linha,

apresentaram taxas de respostas em até 75%. Por outro lado, pacientes de

populações caucasianas, que receberam o mesmo tratamento e tiveram a

mesma mutação, apresentaram respostas de 50%. Em estudos de pacientes

que foram tratados com segunda linha terapêutica, com as mesmas dro-

gas, também foram relatadas diferenças signi�cativas. A população oriental

apresentou respostas de 76-90%, enquanto que em não-asiáticos, as respostas

variaram de 50 a 70%. Tais resultados sugerem que deve haver outros recep-

tores coadjuvantes, ou mesmo proteínas na cascata de sinalização do EGFR,

que são diferentes entre a população ocidental e a oriental [51, 35].

3.7.2 Gene KRAS

O gene KRAS é outro proto-oncogene frequentemente mutado em paci-

entes com câncer de pulmão. A família deste gene codi�ca a proteína KRAS
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que é uma GTPase. Esta é responsável por muitas vias de transdução de sinal

que regulam o crescimento, a motilidade, a diferenciação e a morte celular

por interagir com múltiplos efetores, incluindo a proteino-quinase (MAPK)

e os ativadores da transcrição (STAT3).

As mutações no gene RAS são muito mais frequentes nos codons 12, 13 e

61. No entanto, cerca de 80 a 90% destas mutações ocorrem nos dois primei-

ros, 12 e 13. A mutação do códon 61 é relativamente rara. Estas mutações

resultam na ativação de determinadas proteínas consideradas oncogenes, e

são essenciais para o desenvolvimento e o crescimento de muitos tumores

como do cólon, do pâncreas e de pulmão [14][52].

Dentre as histologias de câncer de pulmão, novamente os adenocarcino-

mas são os que mais frequentemente carregam as mutações no gene do KRAS.

As freqüências giram em torno de 5 a 40%, sendo que, muito ocasionalmente,

estão presentes em carcinomas epidermóides e pequenas células. Além disso,

vários outros estudos foram ao encontro dos achados de Marchetti et al que

demonstrou que, dentre os adenocarcinomas, o subtipo mucinoso é o que mais

frequentemente apresentava esta mutação. Na amostra deste autor, 100% dos

adenocarcinomas mucinosos carregavam a mutação comparados com apenas

23% dos não-mucinosos [53]. Entretanto, em um recente estudo de Okudela

e colaboradores, foi relatado que a presença de mutações não foi estatistica-

mente diferente entre o subtipo mucinoso 16%, contra os não-mucinosos com

20%. Estes estudos nos levam a concluir que a associação entre a ocorrência

de mutações no gene KRAS e o subtipo histológico de adenocarcinoma é

ainda bastante controversa, e não está completamente estabelecida [54].

As diferenças étnicas das mutações também ocorrem com este gene, as-
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sim como das mutações do EGFR. Os principais estudos mostraram que as

diferenças nas freqüências nos grupos étnicos são signi�cativos e o compor-

tamento é oposto ao que ocorre com as mutações no EGFR. Em média, elas

ocorrem entre 5 a 15% na população asiática e 25 a 50 % na população

ocidental [54][52].

As mutações no gene do KRAS, ao inverso do que ocorre com as muta-

ções do EGFR, são mais frequentemente em pacientes do sexo masculino e

em tabagistas, pois se acredita que os produtos do cigarro sejam uma causa

direta no desenvolvimento de mutações deste gene [14]. Entretanto, todos

os mecanismos que conduzem à mutação no KRAS são pouco conhecidos,

ou seja, qual a intensidade e duração do tabagismo que são necessárias para

o desenvolvimento de alterações neste gene. Um estudo recente de Riely et

al com 500 pacientes demonstrou que as mutações no KRAS ocorreram em

22% no total de pacientes, sendo presentes em 15% dos não-tabagistas. Ele

também constatou que, especi�camente, o tipo de mutação do KRAS entre

estes dois grupos foram diferentes. As mutações com substituições do tipo

G�A ocorreram mais comumente em não-tabagistas, enquanto que as mu-

tações do tipo G�T ou G�C foram mais encontradas em tabagistas. Estes

achados importantes sugerem que o tabagismo está associado com apenas

alguns tipos de mutações do KRAS, mas não em todas as mutações [52][35].

Vários trabalhos têm relatado que pacientes que apresentam a mutação do

KRAS têm um pior prognóstico em relação à sobrevida dos que não carregam

a mutação. Uma metanálise de Mascaux et al, com 53 estudos, avaliando a

relação de mutações no KRAS com os resultados clínicos em pacientes com

NSCLC, evidenciou que a presença de mutações no KRAS seria um fator
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prognóstico negativo, com risco relativo de 1,40 (95% IC, 1,26-1,80). Po-

rém, esta metanálise falhou em demonstrar esta associação negativa, quando

realizada a análise multivariável com os outros fatores prognósticos, como

performance e estágio clínico [55].

Outros trabalhos mostraram que a mutação do KRAS está relacionada

com os estágios avançados da doença. As freqüências de mutações no KRAS

foram de 12,5% em nódulos únicos, 40% em tumores com nódulos satélites

e 60% de presença da mutação quando havia disseminação intratorácica da

neoplasia [56]. Um estudo de Schiller e colaboradores, com 488 pacientes,

dos quais 197 realizaram análise do KRAS, encontrou 24% de mutações. Os

indivíduos com KRAS selvagem apresentaram uma média de sobrevida de

42 meses comparados com apenas 25 meses nos pacientes que carregavam a

mutação. Entretanto, após análise multivariável, a presença de mutação no

KRAS não foi considerada como um fator prognóstico de forma independente.

Finalmente, as mutações do gene KRAS têm sido investigadas como pre-

ditores de resposta ao tratamento de pacientes com câncer de pulmão. Uma

metanálise de Loriot et al sugere fortemente que as mutações no KRAS não

têm valor e não deveriam ser utilizadas como um preditor molecular de res-

posta à terapia convencional para os pacientes com câncer de pulmão, ou

outros tumores sólidos. Por outo lado, vários outros estudos mostram acha-

dos opostos em pacientes tratados com inibidores de tirosina quinase, pois a

presença de mutação no KRAS tem sido considerada um marcador desfavo-

rável às drogas ge�tinibe ou erlotinibe [57][35].
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3.7.3 Gene EML4-ALK

A fusão do gene EML4, echineoderm microtubule-associated protein-like,

e ALK, anaplastic lymphoma kinase, ambos presentes no braço curto do

cromossomo 2, foram invertidos para gerar a fusão EML4-ALK. Esta fu-

são foi primeiramente identi�cada em linfoma anaplásico de grandes células

que mostrou potente atividade oncogênica, tanto in vitro como in vivo, em

diversos tumores [14].

Vários estudos têm avaliado a frequência da fusão EML4-ALK em paci-

entes com NSCLC. Primeiramente, Soda et al avaliou 75 pacientes japoneses

encontrando uma frequência de 6,7% para a fusão EML4-ALK naquela po-

pulação. Um estudo de Martelli, em uma amostra de pacientes com NSCLC

não-asiáticos, relatou uma frequência de 7,5%, aparentemente não havendo

diferenças na proporção entre a população ocidental [58][59].

Assim, uma sequência de outros estudos foram realizados, encontrando

uma média de 3 a 13% dos pacientes com NSCLC que carregam a fusão deste

gene. Obviamente, estas proporções de alterações no EML4-ALK são bem

menos frequentes se compararmos com as mutações no gene do EGFR ou do

KRAS. No entanto, se considerarmos apenas 5% de todos os pacientes com

NSCLC que contêm a fusão genética EML4-ALK, estes valores equivaleriam

a 70.000 pacientes diagnosticados anualmente em todo o mundo [35].

Em relação às características clínicas dos pacientes que carregam esta

fusão do gene EML4-ALK, elas tendem a ocorrer em indivíduos que divi-

dem algumas similaridades com os pacientes que apresentam a mutação do

EGFR. Apesar de alguns dados demográ�cos dos pacientes que carregam a
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mutação do EGFR e a fusão EML4-ALK serem semelhantes, alguns estudos

consideram que a presença de mutação e da fusão são mutuamente exclusivas

[60].

Observou-se que a fusão dos genes EML4-ALK ocorre mais em pacien-

tes jovens e com a presença de doença em estágios avançados. Além disso,

mostrou ser mais frequentemente encontrada em pacientes não-tabagistas,

comparados aos que fumam.

Em relação à histologia, esta mutação, assim como o EGFR e KRAS,

mostrou ser mais presente nos adenocarcinomas com características acinares,

em células em anel de sinete e com produção de mucina. O modelo acinar

foi mais frequente na população asiática, enquanto que a histologia em anel

de sinete foi mais prevalente na população ocidental.

Apenas poucos estudos relataram a presença de EML4-ALK em pacientes

com carcinomas epidermóides, porém com freqüências muito mais baixas

[56][58].

3.7.4 Gene Supressor Tumoral P53

O p53 é um importante gene supressor tumoral que induz à morte celular

e à supressão de metástases em resposta a vários tipos de agentes estressores

para as células, como dano ao DNA, hipóxia, entre outros. É altamente

frequente ocorrendo, de modo geral, em 23 a 65% das neoplasias pulmonares.

Esta mutação é considerada altamente estável, sendo mais frequente nos

exons 5-8. Elas ocorrem relativamente na fase precoce do desenvolvimento

das neoplasias pulmonares e são, potencialmente, necessárias para manter
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a evolução do processo maligno. Na maioria das vezes, estas mutações são

preservadas durante a progressão e o desenvolvimento das metástases [35].

As freqüências das mutações do gene p53 são mais altas em subtipos his-

tológicos que estão mais consistentemente associados a pacientes tabagistas,

especialmente, em carcinomas de pequenas células e nos epidermóides. Em

adenocarcinomas, a frequência desta mutação é menor, já que a associação

com o tabagismo neste tipo histológico não é tão proeminente como nos de-

mais grupos. Podem ser encontradas mais mutações do p53 em histologias

mistas de adenocarcinomas. Porém, estas mutações em carcinomas bron-

quioloalveolares são relativamente raras. Alguns estudos mostram que esta

mutação poderia estar associada à presença de mutação do KRAS [9][14].

A signi�cância prognóstica da presença de mutação no gene p53, em neo-

plasias pulmonares, não está inteiramente esclarecida. No entanto, a maioria

dos estudos clínicos, os tumores que carregam esta mutação, conduzem a um

pior prognóstico em alguns tipos histológicos. Uma metanálise de Mistsu-

domi et al demonstrou que o gene p53 é um signi�cante marcador de mau

prognóstico em adenocarcinomas e, além disso, os pacientes se mostraram

mais resistentes ao tratamento quimioterápico que aqueles que não carre-

gavam esta mutação. Por outro lado, em pacientes com histologias epider-

móides, esta mutação não se mostrou ser um indicador de mau prognóstico,

sugerindo que o p53 possa ter diferentes papéis na progressão destes dois

diferentes tumores [61].
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3.8 Peptídeo Liberador de Gastrina (GRP) e seus Re-

ceptores

A bombesina é um tetradecapeptídeo com ação biológica e foi isolada, em

1971, por Anastasi et al da pele do anfíbio Bombina bombina. Mais tarde,

foram isolados outros peptídeos análogos à bombesina (BLP) em mamíferos,

sendo que os mais conhecidos foram o peptídeo liberador de gastrina (GRP),

a neuromedina B (NMB) e o subtipo 3 (BB3). Exceto o receptor de GRP,

os outros três subtipos têm sido pobremente caracterizados até o momento,

considerando a função e a distribuição em tecidos humanos [62].

Estes receptores dividem 50% de homologia entre si e são, na maioria das

vezes, armazenados em vesículas intracelulares e liberados dentro do �uido

extracelular, quando estes grânulos sofrem exocitose. Após a secreção, estes

peptídeos difundem-se e interagem com o meio, ativando os seus especí�cos

receptores de membrana. Todos eles são acoplados à proteína G, via domínio

intracelular e, assim, fazem a transdução de sinal através da fosfolipase C. Es-

tes receptores, portanto, pertencem à superfamília de receptores da proteína

G [63].

O principal BLP é o peptídeo liberador da gastrina, isolado primeiramente

de tecidos gástricos suínos. Ele teve sua primeira atividade conhecida devido

à indução da secreção de gastrina a partir das células G do antro gástrico.

O GRP possui 27 aminoácidos e compartilha com a bombesina uma

sequência de 7 aminoácidos C-terminal, o que é essencial para a imunogeni-

cidade e para uma ligação de alta a�nidade ao receptor do GRP (GRPR).

Desta maneira, o GRP e a bombesina apresentam essencialmente efeitos �-
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siológicos idênticos [64].

� Bombesina: Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-
Leu-Met-NH2

� GRP:Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met- Tyr-

Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

Nos seres humanos, o GRPR é codi�cado por um gene que está localizado

no cromossomo Xp22 e apresenta 384 aminoácidos. Este peptídeo e seu re-

ceptor são largamente distribuídos no tecido nervoso central de mamíferos,

incluindo hipotálamo, trato gastrointestinal, pulmão e trato urogenital. Eles

apresentam amplo espectro de respostas biológicas, tanto com funções �si-

ológicas, quanto �siopatológicas. No sistema digestivo e urogenital, o GRP

media uma série de respostas celulares que incluem a modulação do mús-

culo liso, a secreção de ácido gástrico, a secreção de enzimas pancreáticas e

a liberação de gastrina, somatostatina e outros hormônios gastrointestinais

[65][66].

Os efeitos neurais dos BLPs incluem alterações do comportamento ani-

mal como a supressão da ingestão alimentar e a melhora do aprendizado

em modelos animais. Estudos em ratos demonstraram que a deprivação de

alimento e a estimulação do sistema melanocortina, que está envolvido na

regulação da fome, produziram alterações opostas na expressão do gene do

GRP no núcleo paraventricular. Estes achados sugerem que o GRP, presente

no hipotálamo, pode fazer parte dos caminhos de sinalização que controlam

a ingestão alimentar e o balanço energético. Outros efeitos observados do
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GRP no SNC foram a regulação do ritmo circadiano, as respostas ao medo

e à ansiedade, além da termorregulação [66].

Investigações recentes têm demonstrado várias outras novas funções deste

receptor, pois observou-se a sua presença na medula espinhal. Estudos mos-

tram que a expressão do GRPR em neurônios da medula seria responsável,

em parte, por mediar a sensação de prurido. Estudo em ratos, através da

inibição farmacológica com antagonistas do GRPR, houve diminuição signi-

�cativa de prurido nos animais, que foram expostos a estímulos deste tipo

[67].

Além disso, outros novos trabalhos indicaram que a expressão do GRPR

em gânglios sacrais poderia estar envolvido diretamente no re�exo peniano.

Um trabalho de Sakamoto et al demonstrou a presença de receptores de GRP

no sistema de neurônios e axônios da medula espinhal que inervam a região

conhecida por controlar a ereção e a ejaculação. Além disso, este mesmo

autor identi�cou que a expressão de GRPR dentro deste sistema, na medula

espinhal, é muito mais proeminente em homens comparados com as mulheres.

Tais achados poderiam oferecer uma nova alternativa em termos de opções

terapêuticas na disfunção sexual masculina [68].

3.8.1 GRPR como um Receptor Acoplado à Proteína G

Os receptores acoplados à proteína G (GPCR) são a maior família de

moléculas de superfície celular envolvidas na transmissão de sinais intra-

celulares. Recentemente, estes receptores têm recebido maior atenção dos

pesquisadores, pois se observou que desempenham um papel crucial no cres-
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cimento tumoral e na indução de metástases. Este grupo de receptores, que

são representados por mais de 800 membros, são responsáveis por múltiplas

funções biológicas de diferenciação e reparo celular, além de fazer parte dos

processos de in�amação e angiogênese [69].

Muitos dos GPCR são superexpressos em diversos tipos de câncer, tendo

crucial papel no desenvolvimento de tumores agressivos como neoplasias pul-

monares, de cabeça e pescoço, pancreáticos, etc. Embora muitos destes tu-

mores apresentem diversas mutações em oncogenes e genes supressores tu-

morais, o crescimento e a sobrevivência das células tumorais são altamente

dependentes da ativação dos GPCR [70].

O GRPR faz parte desta grande família dos GPCR, pois é um fator

de crescimento autócrino e mitogênico em células tumorais. A maioria dos

mecanismos, através dos quais o GRP afeta a progressão dos tumores, não

está completamente compreendida. No entanto, recentes estudos tentam

elucidar quais as vias pelas quais o GRP/GRPR in�uencia o crescimento

celular das células tumorais. Através da ligação do GRP no seu receptor

GRPR, vários outros caminhos de sinalização intracelulares são ativados [65].

Estes incluem a fosfolipase A, B e D, o AMPc, o PKC e a cascata das quinases

como Raf, MEK, ERK, resultando num aumento da expressão de ativadores

da proliferação celular como o c-myc e o c-jun. Além destes, há evidências

de que o GRP transmite estímulos para a ativação de outras importantes

proteínas intracelulares, como a família da tirosino-quinase, a Src quinase e

os receptores de EGF [71][72].

A fosforilação do EGFR, através da ativação do GRPR, foi previamente

relatada como resultado da proliferação de neoplasias de próstata, de cabeça e
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pescoço e de pulmão [73][72][74]. Tem sido proposto que o GRPR, acoplado à

proteína G, induz a ativação da família das metaloproteases que, por sua vez,

provoca a fosforilação do EGFR. Estes caminhos de sinalização, foram bem

descritos em um estudo de Su� et al. A autora demonstrou, pela primeira vez,

em linhagens celulares de carcinomas não-pequenas células de pulmão, que o

estímulo dos receptores de GRP poderiam mediar a ativação de EGFR. Isto

resultaria na ativação da MAPK, uma importante proteína que desencadeia

respostas complexas na proliferação celular [75].

Na �gura abaixo a representação das interações entre o EGFR e o GRPR

(Adaptado de Fisher et al [76]).

Figura 4: Sinalização entre o EGFR e o GRPR

Estudos demonstraram que em linhagens celulares de�cientes de EGFR, o

GRP falhou em ativar o MAPK, indicando que este processo primariamente
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ocorre através do EGFR em NSCLC. Este mesmo autor demonstrou que,

após utilizacão da combinação de antagonistas de EGFR e de GRPR em

linhagens de NSCLC, resultou em efeitos citotóxicos antitumorais aditivos, ou

seja, houve uma maior destruição celular do que se ambos fossem utilizados

separadamente. Assim se chega à conclusão de que os antagonistas de GRPR

poderiam ser utilizados como agonistas dos inibidores de EGFR. O objetivo

seria melhorar a e�cácia clínica e, além disso, diminuir os níveis séricos das

drogas inibidoras de EGFR para se obter um mesmo grau de citotoxicidade

celular [73].

Koppan et al também comprovou vias de sinalização entre o GRPR e o

EGFR. Em seu estudo, utilizou antagonistas sintéticos de GRPR em camun-

dongos com câncer de pulmão induzidos. Através disso, observou marcada

supressão tumoral com uma diminuição importante do crescimento dos tu-

mores. Após a análise dos tumores remanescentes, xonstatou, através da

concentração RNAm, uma diminuição importante nos níveis de receptores

de membrana, tanto de GRPR quanto de EGFR. Estes dados corroboram,

mais uma vez, que há possivelmente um efeito sinérgico intracelular entre

estes dois importantes receptores de membrana [77].

O grupo de estudos de Grandis, dedicado à pesquisa de neoplasias de

cabeça e pescoço, demonstrou que ambos GRPR e EGFR coexistem e inte-

ragem para estimular a proliferação celular naquelas neoplasias. Linhagens

celulares destes tumores expressam altos níveis tanto de EGFR, quanto de

GRPR. Em seus trabalhos, ela observou que o GRP induziu a rápida fos-

forilação de EGFR e também a ativação de p44/42-MAPK. Em linhagens

celulares de�cientes de EGFR, os estímulos produzidos pelo GRP falharam
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em estimular a proliferação celular. Isto indica que os efeitos mitogênios

do GRP requerem a ativação e são dependentes críticos do EGFR, para a

transmissão dos sinais mitogênios em neoplasias de cabeça e pescoço.

A família da Src quinase tem sido investigada como outro caminho de

ligação entre o EGFR e o GRPR na ativação intracelular. Esta proteína

quinase desempenha um papel chave na regulação da transdução de sinal,

desde os receptores de membrana até o núcleo da célula. O estudo de Zhang

et al demonstrou que o GRP é capaz de induzir a ativação da família da

Src quinase, pois normalmente está ativada de forma direta no interior da

células, através do EGFR. Neste trabalho de Zhang, o GRP foi capaz de

ativar a Src, tanto em células com presença de EGFR quanto em células

com ausência deste receptor. No entanto, em linhagens celulares nas quais

o EGFR apresentava-se de�ciente, a ativação do Src pelo GRP foi menor.

Este estudo concluiu que a presença de EGFR é necessária para a máxima

ativação do Src através do GRP [78][79].

Em 2007, o mesmo grupo de Grandis et al demonstrou o aumentado

do efeito antitumoral com antagonistas de EGFR (erlotinibe), quando foi

utilizado com um antagonista do GRPR (PD176252) em neoplasias de ca-

beça e pescoço. Foram encontradas quantidades diminuídas de fosfo-EGFR,

fosfo-MAPK e fosfo-c-Jun, quando as duas drogas foram utilizadas em com-

binação. O referido trabalho demonstrou que a adição de um inibidor de

GRPR pode bloquear ambos os caminhos de ligação intracelular, tanto de-

pendentes quanto independentes de EGFR. Além disso, a combinação das

drogas inibiu signi�cativamente a invasão e a viabilidade celular, resultando

em aumentada apoptose e em alterações no ciclo celular, como redução da
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fase S e parada do ciclo celular na fase G1.

Tais estudos sugerem fortemente, mais uma vez, que a combinação das

drogas poderia melhorar os resultados clínicos de pacientes com neoplasias

que expressam níveis elevados de EGFR e de GRPR como por exemplo, em

pacientes com neoplasias pulmonares e de cabeça e pescoço [71][80].

3.8.2 Peptídeo Liberador de Gastrina e Câncer

A expressão aumentada de receptores de fatores de crescimento em células

malignas é normalmente um marcador de um tumor biologicamente agressivo

e, geralmente, está associado a um prognóstico reservado. Estes receptores

estão ativamente envolvidos na inibição da apoptose, ocasionando a prolifera-

ção celular, a angiogênese, a invasão local e a maior frequência de metástases

à distância. Muitas evidências têm sido relatadas sobre a importância do

GRP e seus receptores, como um fator de crescimento, desenvolvimento e

progressão da carcinogênese em diversos tumores [65].

A associação direta de GRP com câncer foi demonstrada por Cutita et al

em 1985. Em seu estudo, utilizou um anticorpo para bombesina, que se ligou

à porção C terminal do GRP, ocasionando inibição do crescimento celular de

SCLC, tanto in vitro quanto in vivo. Ele teorizou que as células produzem e

secretam substâncias similares a hormônios que podem interagir com recep-

tores de membrana especí�cos na superfície celular, induzindo efeitos como

a proliferação e o crescimento celular. Estes resultados demonstram que os

peptídeos liberadores da gastrina poderiam funcionar como fatores de cres-

cimento autócrino nas células tumorais. Por isso, quando este peptídeo está
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muito superexpresso, a ligação do GRP com seu receptor, com alta a�nidade,

funciona como um mecanismo de estímulo autócrino e parácrino em células

neoplásicas, estimulando a proliferação celular [81].

O GRPR está superexpresso em diferentes linhagens de tumores, no en-

tanto, a distribuição nos tecidos normais é muito baixa ou quase nula [82].

Uma série de estudos clínicos e experimentais demonstraram que a expressão

aumentada destes receptores se correlacionou com o maior crescimento e com

um maior potencial metastático na maioria das neoplasias que carregavam

este receptor. Por isso, o interesse pelo GRPR vem crescendo e expressões

aberrantes deste peptídeo têm sido observadas em uma variedade de neo-

plasias humanas como de próstata, de mama, de pâncreas, de esôfago, de

cólon, carcinóides do trato gastrointestinal, de pulmão, de cabeça e pescoço

e neoplasias cerebrais [65][66][83].

Em neoplasias de cólon, a expressão de GRP e seu receptor têm sido

extensivamente estudada. Alguns trabalhos, com poucos pacientes, demons-

traram que a expressão de GRPR em pacientes com este tipo de tumor podem

variar de 24 a 40%. Carroll et al demonstrou que os receptores de GRP não

são normalmente expressos pelas células epiteliais do cólon normal. Estes re-

ceptores estariam presentes apenas durante o desenvolvimento embrionário,

pois este receptor contribuiria para o crescimento e o desenvolvimento das

vilosidades. No seu trabalho, com 50 pacientes com neoplasia de cólon, 84%

dos doentes expressaram este receptor de forma intensa, sendo que os tu-

mores mais bem diferenciados apresentaram maior expressão deste receptor.

No entanto, a expressão do GRPR foi observada com igual frequência nos

diferentes estágios clínicos, e, interessantemente, esteve ausente na maioria
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das metástases produzidas por estes tumores. Este estudo não demonstrou

haver correlação entre a expressão deste receptor e a sobrevida dos pacientes

[84][85].

Rivera et al estudou uma coorte de 197 pacientes com neoplasias de cólon

em estágios clínicos II e III. Nestes, analisou a expressão de GRPR em relação

à sobrevida livre de progressão. O autor demonstrou que os pacientes cujos

tumores que mais expressaram GRPR tiveram uma sobrevida maior em rela-

ção aos pacientes que tiveram menor expressão deste receptor (p=0,05). No

referido estudo, ao contrário do anterior, os pacientes cujos tumores tiveram

maior expressão de GRPR apresentaram melhor sobrevida, embora os dados

não tenham sido estatisticamente signi�cativos. Tais estudos sustentam a

idéia de que o GRP também seja um fator de crescimento em neoplasias de

cólon, porém, este receptor parece agir de forma diferente em neoplasias de

cólon comparadas com os outros tumores [86].

Assim como em neoplasias de cólon, o GRPR tem sido investigado em

neoplasias de próstata. Este receptor foi detectado inicialmente em linhagens

celulares androgênio-independentes e em espécimes cirúrgicas desta neoplasia

[87]. Vários outros trabalhos têm sugerido que o GRP e seu receptor são gran-

des responsáveis pela progressão tumoral e pelo mau prognóstico de pacientes

com câncer de próstata androgênio-independente. Na pesquisa de Constan-

tino et al, que avaliou a expressão de GRPR através de imuno-histoquímica,

encontrou a presença deste receptor em 60% dos trinta pacientes estudados.

A expressão do GRPR foi mais pronunciada em adenocarcinomas modera-

damente diferenciados, enquanto que os pobremente diferenciados pouco ex-

pressaram este marcador. Além disso, a expressão de GRPR esteve também
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correlacionada com a recidiva da doença, pois 100% dos pacientes que apre-

sentaram recorrência da doença tiveram altos índices deste receptor. Estas

evidências sugerem que, em neoplasias de próstata, o GRPR está relacionado

com a agressividade da doença [88][89].

A maioria dos carcinomas mamários expressam receptores de GRP, sendo

que estes têm se mostrado ausentes nas células epiteliais de tecido mamário

normal. Inicialmente, Gugger et al iniciou as pesquisas com este biomarcador

em câncer de mama, observando alta densidade na distribuição do GRPR

nas células mamárias neoplásicas. Em seu trabalho, observou a presença de

62% de GRPR em carcinomas ductais invasivos e em 64% dos tumores in

situ, num total de 63 pacientes examinados. Além disso, as metástases em

linfonodos mantiveram a mesma expressão de GRPR assim como os tumores

primários que deram origem àquelas metástases. Este estudo sugere que a

expressão de GRPR é praticamente a mesma nos diferentes graus tumorais

das células neoplásicas mamárias [90][65]. Estudos posteriores con�rmaram

a mesma incidência dos receptores de GRP em amostras de tecido neoplásico

mamário, com praticamente a mesma distribuição e homogeneidade entre

o tumor primário e as metástases axilares. Portanto, todos estes trabalhos

sugerem que o GRPR poderia, assim como os receptores de estrogênio e de

progesterona, regular a proliferação e diferenciação das células mamárias [91].

Apenas muito recentemente, tem sido investigada a presença dos recep-

tores de bombesina em neoplasias do sistema nervoso central, em especial

nos gliomas. Flores et al avaliou a frequência de GRPR em diferentes graus

de astrocitomas em humanos através da técnica de imuno-histoquímica. A

presença de GRPR foi detectada em 100% das amostras de 34 casos de astro-
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citomas, não apresentando correlação com o grau do tumor ou com a curva

de sobrevida dos pacientes estudados [92]. Em neuroblastomas, o GRPR se

mostrou ter, além das estabelecidas funções mitogênicas, também proprieda-

des oncogênicas importantes. Este receptor é também largamente expresso

em neuroblastomas indiferenciados e agressivos. Em modelos animais desta

neoplasia, as células de�cientes de GRPR tiveram um atraso no crescimento,

e produziram menos metástases hepáticas que as demais que apresentaram

alta expressão deste marcador. Além disso, nestes tumores, o GRPR mos-

trou atividades angiogênicas, pois induziu a expressão de marcadores como a

molécula de adesão endotelial (PECAM-1) e o fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF) [93].

Em neoplasias de cabeça e pescoço, Lango et al investigou a expressão

de GRP na mucosa normal e em tecido tumoral. Foram avaliados 25 pacien-

tes com neoplasias de cabeça e pescoço, 6 controles e 14 linhagens celulares

desta mesma neoplasia. Tanto os tumores, quanto a mucosa adjacente, ex-

pressaram de quatro a seis vezes maiores quantidades de RNAm de GRPR

do que em mucosas de pacientes sem neoplasia (p<0,01). Além disso, os

mais altos níveis de expressão de GRPR foram intimamente associados com

a presença de metástases em linfonodos e de invasão extracapsular do tumor.

Estes trabalhos foram con�rmados in vitro, e os resultados mostraram que

a expressão de GRPR era muito mais proeminente nas células tumorais do

que em células epiteliais de mucosa normal [94].

Estes estudos sugerem que a expressão aumentada de GRPR, na mucosa

adjacente ao tumor, pode ser considerada como um evento precoce na forma-

ção da neoplasia. Outros estudos corroboraram estes achados e acrescentam
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outras importantes informações. A expressão aumentada de GRPR, nos tu-

mores de cabeça e pescoço, esteve altamente correlacionada com a expressão

de EGFR e de TGF-alfa, sendo estas associações estatisticamente signi�-

cativas (p< 0,0026). O EGFR e o GRPR são altamente expressos nestes

tumores, e ambos, estes fatores de crescimento coexistem e interagem para

estimular a proliferação celular nestas neoplasias. O EGFR parece ser crítico

em transmitir os sinais mitogênios do GRP [65][78].

3.8.3 Antagonistas do GRPR

Novas abordagens terapêuticas estão sendo desenvolvidas, baseadas nos

recentes avanços e na compreensão do papel dos fatores de crescimento e dos

neuropeptídeos na progressão das neoplasias. Por isso, têm se desenvolvido

antagonistas sintéticos do receptor de GRP como, por exemplo, o RC3095 e

o RC 3940. Eles foram produzidos com a �nalidade de se ligarem com alta

a�nidade ao receptor, bloqueando, consequentemente, os caminhos de sina-

lização intracelular [?]. Os mecanismos de inibição das células antitumorais,

através dos antagonistas do GRP, parecem ser mais complexos do que um

simples bloqueio do receptor. Todas as vias de sinalização que serão bloque-

adas com os antagonistas do GRPR não estão totalmente compreendidas.

Os estudos mostraram que há redução dos níveis da família de receptores do

HER que incluem o EGFR, o HER-2 e o HER-3. Além disso, ocorre a atenu-

ação da expressão dos oncogenes c-fos, c-jun, K-RAS e as proteínas quinase

que incluem MAPK e PKC. Há evidências de que os antagonistas de GRPR

alteram de fatores de crescimento cruciais da angiogêneses como o VEGF e
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o FGF e, além disso, modulam os genes supressores tumorais como o p53

[77][95][96].

Stangelberger et al demonstrou, em modelos pré-clínicos, que em linha-

gens celulares de câncer de próstata androgênio-independente, o RC3940 pro-

duziu uma inibição do crescimento celular in vitro e em modelos animais. A

combinação de antagonistas de GRP e de antagonistas de GHRH potencia-

lizou os efeitos inibitórios em neoplasias de próstata. Estes mostraram ser

efetivos na redução da frequência de lesões osteolíticas e de fraturas patoló-

gicas destes tumores, quando implantados intra-ósseos [97].

O RC3095 e o RC 3940 foram utilizados em linhagens celulares de carcino-

mas mamários estrogênio independentes, resultando em signi�cativa redução

do crescimento celular. Estes resultados são animadores, pois na prática clí-

nica, as modalidades terapêuticas para carcinomas mamários, que não apre-

sentam receptores de estrogênio e de progesterona, não são muito efetivas e,

ainda, são consideradas neoplasias muito agressivas [98].

Outros achados relevantes de Bajo et al foi a redução importante do

crescimento de neoplasias de mama em camundongos, quando se utilizou

antagonistas do GRPR. Além do mais, houve uma diminuição signi�cativa

dos níveis de RNAm e da expressão proteica, através dos estudos de imuno-

histoquímica, de VEGF, de FGF e de IGF. Outros recentes relatos demons-

traram que tanto o antagonista RC3095 quanto o RC3940, além de inibirem o

crescimento celular, produziram supressão do ErB-2/HER-2, importante re-

ceptor em câncer de mama. Estes estudos mostram que os efeitos inibitórios

dos antagonistas do GRPR parecem estar envolvidos em vários e complexos

mecanismos de sinalização intracelular [99][95].
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Nas neoplasias pulmonares, alguns antagonistas de GRPR foram utiliza-

dos, observando-se inibição do crescimento tumoral. Koppan et al comparou

os antagonistas RC3095 e o RC3940 tanto in vitro, em linhagens celulares

de carcinoma de pequenas células, quanto in vivo, em camundongos trans-

plantados com células do mesmo tumor. Os resultados mostraram que o RC

3940 apresentou maior atividade antitumoral in vivo do que o RC3095. A

supressão do crescimento tumoral induzida por ambos os antagonistas foi

acompanhada por marcada redução dos receptores de EGF e dos níveis de

RNAm de EGFR. Estes resultados con�rmaram o estudo de Halmos et al

que após utilizar o antagonista RC3095 em SCLC resultou na diminuição do

número de receptores, tanto de GRP quanto de EGF [77][100][101].

Assim como mencionado em capítulos anteriores deste trabalho, em neo-

plasias pulmonares, tanto em histologias de pequenas quanto em não-pequenas

células, a inibição do crescimento celular foi muito mais pronunciada, quando

os antagonistas do GRPR foram utilizados de forma combinada com os inibi-

dores de tirosina quinase do EGFR (ge�tinibe ou erlotinibe). Houve uma po-

tencialização da inibição do crescimento celular, assim como uma diminuição

da expressão tanto de GRPR quanto de EGFR. Estes mesmos achados foram

observados em vários trabalhos, tanto em carcinomas pulmonares quanto nos

de cabeça e pescoço que expressam altos níveis de EGFR [73].

Estudo de Fase I, com o antagonista RC3095, foi conduzido por Schwarts-

mann et al que utilizou uma amostra de 25 pacientes com as mais diversas

neoplasias avançadas e refratárias aos tratamentos anteriores. Neste estudo,

não foram relatadas respostas objetivas dos pacientes incluídos. No entanto,

houve evidência de um efeito antitumoral em um paciente com carcinoma me-
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dular de tireóide em lesão metastática em linfonodo supraclaviculares, não

alcançando, portanto, critérios para resposta objetiva. É importante relatar

que em todos os pacientes que �zeram uso do RC3095 deste estudo, não houve

registros de toxicidade sistêmica. Foram observados apenas desconforto no

local da aplicação da droga [102].

3.8.4 Peptídeo Liberador de Gastrina no Desenvolvimento Pul-

monar e na Transformação Neoplásica

Há crescentes evidências de que os peptídeos ligados à bombesina, princi-

palmente o GRP, são importantes fatores de crescimento do epitélio pulmonar

normal. Emanuel et al demonstrou em modelos animais e em humanos, que

este peptídeo promove o crescimento e a maturação de pulmões fetais, du-

rante o período gestacional. Além disso, observou-se que o GRP, juntamente

com seu receptor, estão envolvidos na proliferação mesenquimal e epitelial

pulmonar, na diferenciação dos alvéolos tipo II e, principalmente, na produ-

ção de surfactante [103][104][105].

Estudos envolvendo GRP em neoplasias pulmonares foram iniciados na

década de 80. Cuttita e seus colaboradores utilizaram em seus experimen-

tos anticorpos que, ao se ligarem a região C-terminal dor receptor de GRP,

produziram inibição do crescimento de linhagens de SCLC, tanto in vitro

quanto in vivo. Eles concluíram que este peptídeo poderia ser um fator im-

portante no crescimento e na progressão do câncer de pulmão [81]. Outros

autores con�rmaram os estudos de Cuttita, sugerindo ainda que este análogo

da bombesina é claramente considerado um fator de crescimento autócrino,
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ou seja, é capaz de produzir fatores endógenos para a sua auto-estimulação.

A partir de então, vários autores demonstraram, em linhagens celulares, que

o GRP é capaz de estimular a proliferação de linhagens tumorais de células

pulmonares [106].

Inicialmente, Moody et al observou que os receptores de bombesina estão

presentes em carcinomas neuroendócrinos de pequenas células em todas as

linhagens celulares de SCLC, mas não em outras histologias de câncer de pul-

mão [107]. No entanto, um estudo de Yamaguchiet al investigou este receptor

em 131 tecidos de neoplasias pulmonares, demonstrando que não apenas os

SCLC expressavam GRPR, mas também as outras histologias, entretanto

em quantidades menores de receptores [108]. Para corroborar este achado

de que as neoplasias não-pequenas células são capazes de produzir peptídeos

neuroendócrinos, mais estudos identi�caram outros hormônios peptídeos nes-

tas histologias. Anteriormente estes eram considerados exclusivos de SCLC

como a calcitonina, os hormônios adrenocorticotró�cos, a vasopressina entre

outros [109][110].

Estas pesquisas serviram de base para que outras hipóteses fossem cria-

das a respeito da origem das neoplasias pulmonares, pois estas poderiam ser

diferenciadas de uma linhagem comum, já que o peptídeo estaria presente

em ambos os grupos de histologias pulmonares. Várias linhas de evidências

sugerem que uma célula tronco multipotente seria capaz de se diferenciar em

células neuroendócrinas maduras, e outras, em células ciliadas [111]. Isso ex-

plicaria por que alguns tumores contêm componentes neuroendócrinos como

o GRP, tanto em SCLC, quanto em NSCLC. Além do mais, alguns trabalhos

mostraram que em até 15% das neoplasias não-pequenas células apresentam
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características neuroendócrinas. As similaridades nas histologias e os dividi-

dos fenótipos, entre os carcinomas de pequenas células e os de não-pequenas

células, sustentam a hipótese de que o GRP possa ser um importante com-

ponente responsável pelo crescimento e pelo desenvolvimento de todos os

grupos de tumores pulmonares [112].

Estudo de Sunday et al demonstrou, através de análise de expressão ge-

nética do GRP, com 176 pacientes, que o RNAm esteve presente tanto em

SCLC, quanto em NSCLC. Estes resultados também sugerem que os subtipos

histológicos de tumores pulmonares podem ser derivados de um progenitor

comum de células. Esta teoria da histogênese não é restrita aos tumores

pulmonares, pois tem sido descrita em outros tecidos epiteliais, como nas

neoplasias de cólon [113].

Cada vez mais evidências demonstram que os peptídeos análogos da bom-

besina podem estar envolvidos nos estágios mais precoces da carcinogênese

brônquica em humanos. Um estudo de Andrea et al demonstrou que cé-

lulas epiteliais brônquicas humanas expressaram baixos níveis de GRPR, e,

mesmo após o estímulo com a bombesina, não foi su�ciente para desencadear

a liberação de cálcio intracelular, não tendo, portanto, qualquer sinal de cres-

cimento celular [114][114]. Por outro lado, em amostras de tecido neoplásico

pulmonar e de doenças pulmonares obstrutivas crônicas severas, cujo epité-

lio brônquico apresentava importantes alterações patológicas das glândulas,

houve resposta importante ao estímulo da bombesina. Estes resultados cor-

roboram a hipótese de que a responsividade à bombesina é adquirida durante

os múltiplos estágios da carcinogênese da mucosa brônquica em humanos [10]

[115].
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Vários trabalhos também têm investigado a expressão de GRPR em tecido

pulmonar não neoplásico de pacientes tabagistas e não tabagistas. Os resul-

tados mostraram que, em indivíduos que fumam, vários peptídeos neuroen-

dócrinos, principalmente o GRP, não estão apenas aumentados em número,

mas inclusive são secretados em maior quantidade. O estudo de Aguayo

relatou que pacientes assintomáticos mas tabagistas, sem qualquer doença

pulmonar clinicamente detectável, exibem aumentados níveis de GRP nos

�uidos de lavagem broncoalveolar, quando comparados com pacientes não

tabagistas [116][117].

Outro estudo observou que, através de estímulos com nicotina e nitro-

saminas, em modelos animais, ocorreu um aumento do número de células

neuroendócrinas. É possível que as substâncias presentes no cigarro possam

causar uma hiperplasia destas células. Os mesmos achados podem ser en-

contrados em indivíduos que vivem em altas altitudes, sugerindo que poderia

haver uma resposta adaptativa à hipoxia crônica, e o GRP, por consequên-

cia, seria um contribuinte para o processo de reparação tecidual [117]. Foi

observado também, níveis bastante alterados deste peptídeo em pacientes

com doenças pulmonares como bronquiectasias, doença pulmonar obstrutiva

crônica e asbestose. A presença precoce deste peptídeo, nestas alterações

pulmonares, apóia a hipótese de que a hiperplasia destas células neuroendó-

crinas poderia exercer importante papel nas doenças pulmonares, inclusive

na indução e no desenvolvimento de neoplasia [114]

Importantes evidências sugerem que há marcadas diferenças no desenvol-

vimento das neoplasias pulmonares entre homens e mulheres. Estas podem

ser, em grande parte, relacionadas à presença de desiguais concentrações de
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GRPR nos diferentes sexos. O gene do GRPR está localizado no cromossomo

sexual Xp22; portanto, as mulheres teriam dois alelos ativamente transcritos

do GRPR, comparados apenas com um alelo nos homens [10]. Teoricamente,

as mulheres teriam maior expressão deste receptor, portanto poderiam ter um

aumento na suscebilidade para desenvolvimento de câncer de pulmão. Um

estudo de Shriver et al demonstrou que a expressão por RNAm esteve pre-

sente em 55% das mulheres e, em 0% dos homens não tabagistas. No grupo

de tabagistas, que fumavam a mesma quantidade de cigarros, o GRPR foi

encontrado em 75% das mulheres, comparados com apenas 20% nos homens.

Estes dados mostram que, além de o GRPR ser mais frequentemente expresso

em mulheres, na ausência de tabagismo, ele é ativado mais precocemente nes-

tas, como resposta a este agente estressor [117][11].

Além do mais, este mesmo autor demonstrou que, em linhagens celula-

res de via aérea, houve aumento na expressão do GRPR quando expostas a

estrogênio. Estes estudos podem nos sugerir que o GRPR teria uma ação bio-

lógica maior em mulheres por ser em parte regulado por hormônios femininos

[118].

3.8.5 Pró-GRP

Mais recentemente, tem sido investigada a importância do peptídeo libe-

rador de pró-gastrina (Pró-GRP), como um biomarcador em pacientes com

neoplasias pulmonares, principalmente em SCLC. Myake et al demonstrou

que o Pró-GRP é um precursor do GRP e tem sido considerado por alguns

autores um especí�co e con�ável marcador para as neoplasias de pequenas
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células [119].

O Pró-GRP é uma molécula estável nos meios circulantes e pode ser

detectada nos níveis sanguíneos. O GRP, no entanto, apresenta meia-vida

muito curta, cerca de 2 min e, por tais razões, este não poderia ser utilizado

em análise clínica. Atualmente, é bem aceito que o Pró-GRP é mais sensível

e especí�co para SCLC do que outros marcadores tumorais, como a enolase

neurônio especí�ca (NSE). Um estudo de Sunaga investigou a utilidade do

Pró-GRP como um marcador para diagnóstico e tratamento de pacientes com

carcinomas pulmonares. Ele encontrou que a especi�cidade deste marcador

foi de 93,7%, e da NSE foi de 65%. Em relação aos subtipos histológicos, este

mesmo autor encontrou níveis positivos de Pró-GRP em 75% dos SCLC, 9,7%

em adenocarcinomas, 5,6% em carcinomas epidermóides e 0% nos carcinomas

de grandes células [120][121][122].

Além disso, o Pró-GRP se mostrou um útil marcador molecular para

avaliação da extensão da doença em pacientes com SCLC. Estudo de Hirose

demonstrou que 75-90% dos pacientes com doença extensa e 60-70% dos que

apresentaram doença limitada tiveram níveis séricos aumentados de GRP.

Este marcador foi mais sensível que o NSE para esta �nalidade, que mostrou

60-70% para doença extensa e 40-60% para doença limitada.

Vários trabalhos também relataram que o Pró-GRP tem se mostrado ele-

vado em pacientes que apresentam recidiva da doença, porém, estes dados

ainda são muito con�itantes. Cerca de 74 a 94% dos pacientes apresentam

níveis elevados de Pró-GRP quando havia recidiva da neoplasia. Estes mar-

cadores têm grande utilidade, não apenas porque indicam precocemente a

recidiva tumoral, mas também, porque pode-se iniciar precocemente o tra-
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tamento. No entanto, em estudo retrospectivo de Hirose não con�rmou os

mesmos achados, demostrando que o Pró-GRP não é um marcador útil para

detectar recidivas mais precocemente do que sintomas clínicos, ou os achados

radiológicos em pacientes com SCLC [123].

O Pró-GRP tem sido mais estudado em SCLC, no entanto, os níveis anor-

mais são encontrados também em NSCLC. Numa amostra de 187 pacientes

com NSCLC, os níveis de Pró-GRP foram encontrados em 26% destes paci-

entes, sendo que os níveis mais altos deste biomarcador foram encontrados

em pacientes com carcinomas epidermóides, quando comparados a pacientes

com os adenocarcinomas [124][122].

Portanto, considera-se que o Pró-GRP ainda representa um biomarcador

molecular em estudo para detecção precoce e monitoramento de pacientes

com SCLC. Possivelmente, a combinação dos dois marcadores, o Pró-GRP e

o NSE, possa ser uma ferramenta de maior sensibilidade e especi�cidade para

o seguimento clínico de pacientes com carcinomas de pequenas células. No

entanto, mais estudos prospectivos serão necessários para a validação deste

marcador molecular [122][123].
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4 Objetivos do Estudos

4.1 Objetivo Geral

Determinar a expressão de GRPR em diferentes tipos histológicos de ne-

oplasias pulmonares em amostras de uma população ocidental e uma popu-

lação oriental.

4.2 Objetivos Especí�cos

1. Comparar a expressão de GRPR com as características clínicas e de-

mográ�cas dos pacientes como estágio clínico, tabagismo e gênero.

2. Avaliar in�uências da expressão do GRPR nas curvas de sobrevida glo-

bal de ambas as populações.

3. Avaliar a relação entre a expressão de GRPR com a mutação do EGFR

na população japonesa.

4. Comparar a expressão de GRPR entre as populações oriental e ociden-

tal.
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5 Justi�cativa

Atualmente, o câncer de pulmão é a principal causa global de morte por

câncer, tanto em homens quanto em mulheres. De acordo com as projeções

mais recentes, em 2030 será a terceira ou a quarta causa de morte em alguns

países. Desconsiderando o tipo histológico desta neoplasia, a mortalidade

em cinco anos é em torno de 85%. Estes resultados desfavoráveis são em

parte devido ao diagnóstico clínico tardio e principalmente, às alternativas

terapêuticas de�cientes oferecidas aos pacientes. Infelizmente, estes números

não se alteraram substancialmente nos últimos trinta anos, pois as taxas

de sobrevida têm se mantido, apesar de inúmeras pesquisas e dos múltiplos

estudos clínicos com novas drogas [6][27].

Nos últimos anos, o principal interesse das pesquisas tem sido identi�-

car novos tratamentos baseados na identi�cação da presença de alterações

genéticas, ou mecanismos de sinalização intracelulares alterados nas célu-

las tumorais que possam servir como alvos terapêuticos. O objetivo é não

somente aumentar a sobrevida dos pacientes, mas também, diminuir a toxi-

cidade das drogas, melhorando a qualidade de vida dos pacientes com câncer

de pulmão. Embora a melhora da sobrevida, com estas novas drogas , até o

momento, seja ainda muito modesta, a esperança é que a descoberta de um

número aumentado de biomarcadores possa ser útil para predizer quais os

pacientes são os mais prováveis de se bene�ciarem de determinadas terapias

[35].

Por tudo isso, há uma urgente necessidade de identi�car novas alterações

moleculares nas células tumorais. Devido a este fato, investigamos a presença
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de alterações na expressão de receptores de GRP nos principais grupos his-

tológicos das neoplasias pulmonares. Até o momento, não é conhecido o seu

grau de expressão nos diferentes estágios clínicos e em diferentes origens po-

pulacionais com estas neoplasias. O melhor conhecimento do comportamento

do GRPR no câncer de pulmão é o primeiro passo para o desenvolvimento

de novas terapias-alvo contra estes tumores.
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6 Materiais e Métodos

6.1 População Brasileira

Trata-se de um estudo retrospectivo em que foram selecionados mais de

330 casos de neoplasias pulmonares dos arquivos do Serviço de Patologia do

Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), Universidade Federal do Rio

Grande do Sul. Todos as amostras foram selecionadas de pacientes que sofre-

ram ressecções cirúrgicas de lesões pulmonares ou biópsias diagnósticas desde

janeiro de 2004 até dezembro de 2008. Somente foram incluídas amostras que

apresentassem as histologias de adenocarcinomas, carcinomas epidermóides,

carcinomas de grandes células e carcinomas de pequenas células. Os demais

subtipos histológicos mais raros de câncer de pulmão foram excluídos.

De todas as amostras selecionadas, 238 foram identi�cadas como material

satisfatório dos blocos de para�na. As demais foram descartadas por se tra-

tarem de material insu�ciente ou demasiadamente necrótico para análise de

imuno-histoquímica. Para controle, foram selecionadas vinte e três amostras

pulmonares que foram originárias de necrópsias. Os critérios de exclusão para

a amostra controle foram neoplasia maligna de qualquer origem, tuberculose,

aspergilose ou pneumonia extensa.

De todos os pacientes, foram coletados, através do Sistema de Informática

do HCPA, todos os dados demográ�cos e informações clínicas como sexo,

idade, história de tabagismo, estágio clínico da doença, data do diagnóstico,

histologia, data de óbito ou da última vez em que o paciente esteve presente

no hospital.

Todas as amostras foram obtidas de acordo com a aprovação do comitê
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de ética em pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre.

6.1.1 Análise de Imuno-histoquímica

Nos espécimes previamente �xados em blocos de para�na foram realiza-

dos cortes de 4 micra de espessura, que foram despara�nizados em estufa e

reidratados em álcool. Foram procedidas a recuperação antigênica em forno

de microondas, inativação da peroxidase endógena através da imersão em

peróxido de hidrogênio e o bloqueio das reações inespecí�cas com soro nor-

mal. Foi utilizado o anticorpo primário de coelho anti-GRPR (OPA1-15619

Bioreagents, EUA) na diluição 1:200 e encubados por 12 horas, seguido da

aplicação do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako) e re-

velação com diaminobenzidina tetraidroclorido (Kit DAB, Dako).

Para controle positivo, foi utilizado tecido de carcinoma de pâncreas. Para

o controle negativo, foi omitida a utilização do anticorpo primário. A avali-

ação da coloração da imuno-histoquímica foi realizada por um patologista.

Cada caso foi representado por uma lâmina e foi realizada a coloração por

imuno-histoquímica conforme descrito acima. Para cada slide, cinco campos

microscópicos (aumento de 40 x) foram identi�cados e realizados os escores.

A leitura de cada slide foi realizada de acordo com a intensidade e a percen-

tagem de células tumorais coradas pelo anticorpo. A intensidade positiva do

tumor foi registrada na escala de 0 a 3 (0=ausência de expressão; 1=fraca

expressão; 2=moderada expressão e 3=forte expressão). A porcentagem de

células positivas foi registrada na escala de 0 a 3 (0=ausência de expressão;

1=<25% das células; 2=25 a 50% das células; 3=50 a 100% das células).

Veja �gura abaixo as imagens da imuno-histoquímica desde a ausência de
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expressão de GRPR até a forte expressão deste marcador.

Figura 5: Diferentes intensidades de expressão de GRPR nas amostras tumo-
rais estudadas (A) Ausência de Expressão (B) Fraca Expressão (C) Moderada
Expressão (D) Forte Expressão (Magni�cação Original x 400 )
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6.2 População Japonesa

Foram selecionados 70 pacientes dos registros da patologia do Hospital

Universitário de Tokyo do ano de 1997 a 2007, que haviam realizado cirurgia

de ressecção pulmonar ou de biópsia. Os pacientes incluídos foram os que

apresentaram as histologias de adenocarcinomas, carcinomas epidermóides e

carcinomas de grandes células. Os tumores de pequenas células não foram

incluídos nesta amostra. Todo o material adquirido para a pesquisa obteve

aprovação da organização de ética em pesquisa daquela instituição.

6.2.1 Construção de Blocos de Microarray (TMA)

Foram selecionadas áreas representativas de tumor de cada bloco de para-

�na, das amostras originais, a partir de sessões de hematoxilina-eosina. Estas

áreas foram marcadas para a construção dos blocos de TMA. Dois pontos

de 1 mm de diâmetro foram obtidos de cada espécime, com espaçamento de

0,8 mm entre os centros de referência. Estes dois pontos, ou núcleos, foram

colocados em um novo bloco de para�na usando o instrumento Tissue Mi-

croarray Workstation. O aparelho é composto de paredes �nas e agulhas de

aço inoxidável com um diâmetro interno de cerca de 600 µm que transfere o

material do antigo para o novo bloco de para�na. A montagem foi realizada

em um guia de posição XY que foi ajustado manualmente por micrômetros

digitais. A lâmina �nal de microarray constituiu-se do número de pacientes

multiplicados por três, porque foram três amostras de tecido de cada paciente

que foram utilizadas. A �gura abaixo representa uma lâmina de TMA.
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Figura 6: Representação de uma lâmina de TMA com 24 amostras de paci-
entes

6.2.2 Análise de Imuno-histoquímica

Após a construção dos blocos de TMA, foram cortadas as seções com 4

micrômetros de cada TMA a �m de construir as lâminas para a realização da

imuno-histoquímica. Os slides foram incubados a 42°C por 12 horas, e então

despara�nizados em xileno e reidratados através de concentrações graduais de

etanol. Foi aplicado manualmente o anticorpo primário de coelho anti-GRPR

(OPA1-15619 Bioreagents, EUA) na diluição 1:200 em cada um das lâminas;

em seguida, foram colocados para automatização da imuno-histoquímica por

1 h e 60 min na Ventana Medical Systems. Foi utilizado o Kit para detecção

Ultra View DAB UltraView DAB e desidratação em álcool de 70 a 100% e em

xileno antes da aplicação das lamínulas. Como controle positivo, foi utilizado

tecido pancreático. Quanto ao controle negativo, foi omitida a utilização do

anticorpo primário.

Assim como na população brasileira, foram utilizados os mesmos escores

de intensidade e frequências de coloração como descritos anteriormente. As

lâminas de TMA apresentavam 3 amostras de cada paciente. Como padrão,

83



a amostra que apresentasse maior intensidade de coloração foi escolhida para

os escores. Estes também foram realizados por um patologista. As intensi-

dades e frequências de expressão de GRPR foram as mesmas descritas para

a população brasileira.

6.2.3 Sequenciamento de DNA para Detecção de Mutação no

EGFR

As amostras para obtenção de DNA foram extraídas de tecidos neoplá-

sicos pulmonares presentes em blocos de para�na (mesmos blocos utilizados

para análise de imuno-histoquímica). Foram realizados cortes microtomiza-

dos de 5 µm. Estes cortes foram colocados em tubos e despara�nizados com

xileno. Após o xileno ser removido, com lavagens de etanol, o tecido foi tra-

tado com proteinase K para tornar o DNA disponível para ampli�cação (Kit

para DNA-WAX� DNA Extraction Kit). O DNA genômico foi ampli�cado

pela técnica de PCR. O sequenciamento do gene EGFR foi realizado dos

exons 18 ao 21. Os primers utilizados para ampli�cação foram:

� éxon 18 (senso:5-AGGGCTGAGGTGACCCTTGT-3; anti-senso: 5-
TCCCCACCAGACCATGAGAG-3)

� éxon 19 (senso:5-ACCATCTCACAATTGCCAGTTAAC-3; anti-senso:
5-GAGGTTCAGAGCCATGGACC-3)

� éxon 20 (senso:5-CTCCCTCCAGGAAGCCTACGTGAT-3; anti-senso:
5-TTTGCGATCTGCACACACCA-3)

� éxon 21 (senso:5-TCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTT-3; anti-senso:
5-ATGCTGGCTGACCTAAAGCC-3)
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Para a técnica de PCR, foram utilizados os componentes padrões (TaqMan

bu�er, MgCl2, dNTPs, primers conhecidos e Taq DNA polimerase). Os pro-

dutos do PCR foram puri�cados pelo Multiscreen 384-PCR (Millipore Corp,

Bedford, CA). Os fragmentos sequenciados foram detectados por eletroforese

capilar usando ABI Prism 3100 DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster-

City,CA).

6.3 Avaliação Estatística

Para avaliação da associação entre os níveis de expressão de GRPR com

as variáveis clinicopatológicas dos pacientes foram utilizados o teste Qui-

quadrado de Pearson e o teste Exato de Fisher.

Para avaliação das curvas de sobrevida, foi utilizada a curva de Kaplan-

Meier com teste de log-rank. As curvas de sobrevida foram realizadas com

ajuste para estágio clínico na população ocidental e para ambos estágio clínico

e mutação no EGFR para a população oriental.

O nível de signi�cância adotado foi de 5% e todas as análises foram realiza-

das por meio do programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,

versão 19.0)

7 Resultados

7.1 População Brasileira

7.1.1 Características Gerais dos Pacientes

Foram utilizadas, no total, 238 amostras de neoplasias pulmonares, sendo
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que a maioria apresentava histologia não-pequenas células com 200 (84,03%)

pacientes e somente 38 (15,7%) com histologia SCLC. Na divisão dos sub-

grupos, foram encontrados 100 (42,01%) amostras com adenocarcinoma, 71

(29,83%) com carcinomas epidermóides e 29(12,18%) com carcinomas de

grandes células.

Em relação às características demográ�cas dos pacientes envolvidos nesta

população, a maioria eram do sexo masculino 132 (55.46%) e do sexo feminino

106 (44,53%). Na amostra foi veri�cado que 84,03% eram tabagistas, 3,36%

não apresentavam história de tabagismo e em 12,60% dos pacientes este per�l

era desconhecido.

Mais da metade dos indivíduos apresentaram, ao diagnóstico, com do-

ença avançada, EC IV ou doença extensa, ou seja 139 (59,9%) pacientes, 53

(22,84%) EC IIIA e/ou IIIB, 37 (15,94%) com EC I ou II. Em seis pacientes

da amostra, não houve registro desta variável. Em relação aos carcinomas de

pequenas células, doença limitada, houve registro de apenas três pacientes;

por tal razão, os resultados não foram inseridos na distribuição dos estágios

clínicos.

A média de idade ao diagnóstico para a população em geral foi de 63,08

anos. Não houve diferença signi�cativa na idade média ao diagnóstico entre

os homens (61,08 anos) comparados com as mulheres (63,44 anos).

A sobrevida média de todos os pacientes com o agrupamento dos estágios

clínicos foi de 10,3 meses. As mulheres apresentaram sobrevida de 10,65

meses e o homens 10,02 meses.
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Tabela 1: Características clínicas e demográ�cas dos pacientes da população
ocidental (n=238)

7.1.2 Expressão de GRPR em Diferentes Histologias de Câncer

de Pulmão

A distribuição da expressão de GRPR, nos diferentes grupos histológicos,

mostrou dados mais expressivos do GRPR nas histologias NSCLC, compara-

dos com os SCLC. Dentre os 100 adenocarcinomas, 68 (68%) foram positivos
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para GRPR. A forte expressão deste marcador foi presente em 10% dos ade-

nocarcinomas, sendo que este achado se desctacou em relação às outras his-

tologias (Grá�co 7). Esta intensidade de expressão, esteve presente em mais

de 50% das células na amostra tumoral. A tabela 3 sumariza os resultados

das frequências médias de coloração da imuno-histoquímica, em cada nível

de intensidade, nos diferentes subtipos histológicos.

Nos carcinomas epidermóides, 40 (56,32%) deles expressaram GRPR. O

grupo de fraca intensidade de GRPR (40,84%) esteve presente em menos de

25% das células. Por outro lado, os níveis de moderada a forte intensidade

de expressão estiveram presentes em mais de 50% das células avaliadas. Dos

carcinomas de grandes células, 17 (58,62%) foram positivos para GRPR. Eles

apresentaram, após os adenocarcinomas, os segundos maiores níveis de forte

expressão.

Finalmente, os carcinomas de pequenas células 20 (52,63%) foram positi-

vos para GRPR. Em relação às demais histologias, apresentaram as menores

taxas de GRPR com forte intensidade (2,63%). No entanto, a moderada

intensidade de expressão (15,78%) foi importante neste grupo.

No entanto, estas diferenças de expressão de GRPR nos tipós histológicos

de câncer de pulmão não tiveram uma diferença estatisticamente signi�cativa

(p=0,673).
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Figura 7: Expressão de GRPR nos diferentes tipos histológicos de neoplasias
pulmonares dos pacientes ocidentais

Tabela 2: Frequências de intensidades de expressão de GRPR nos diferentes
grupos histológicos

7.1.3 Distribuição do GRPR e Gênero

Foram comparadas as diferentes expressões de GRPR nos sexos mascu-

lino e feminino. Na análise estatística, não obtivemos as mesmas proporcões
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deste marcacor, conforme relatado na literatura que demonstra uma expres-

são acentuada de GRPR nas mulheres em relação aos homens.

Em nossa amostra, a forte expressão de GRPR foi praticamente a mesma

em ambos os sexos. A fraca e a moderada expressão foi levemente supe-

rior nos homens em relação às mulheres. Quando foi comparada a presença

ou não de GRPR, a população feminina apresentou maior expressão deste

receptor comparados à população masculina. No entanto, estas diferenças

de expressão de GRPR em relação ao gênero, não foram estatisticamente

signi�cativas (p=0,910). Veja abaixo, o grá�co.

Figura 8: Distribuição de intensidades de expressão GRPR nos sexos mas-
culino e feminino
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7.1.4 Relação da Expressão de GRPR nos Estágios Clínicos

Nos pacientes com estágio clínico precoce de câncer de pulmão, ou seja,

EC I e II, nenhum deles apresentou uma expressão acentuada do receptor

de GRPR. Nestes estágios clínicos, foi mais frequentemente encontrada a

ausência de expressão deste receptor. Quando comparamos este grupo com

os demais estágios clínicos, constatamos que este biomarcador se encontrou

menos presente nos estágios iniciais do câncer de pulmão.

Por outro lado, em estágios mais avançados das neoplasias pulmonares,

tanto em NSCLC, quanto em SCLC, houve maior expressão dos níveis mo-

derados de GRPR. Os graus máximos de expressão proteica deste receptor

estiveram presentes nos EC III e IV dos NSCLC. Veja a �gura 9.

Os resultados demonstram que a expressão de GRPR poderia ser um

marcador molecular que possa desempenhar um papel importante no desen-

volvimento e na proliferação de tumores com comportamento biológico mais

agressivo. Portanto, este receptor celular se mostrou muito mais proemi-

nente em estágios clínicos mais avançados, tanto nas neoplasias não-pequenas

quanto nas neoplasias de pequenas células. Estes resultados foram estatisti-

camente signi�cativos (p=0,010).

91



Figura 9: Intensidades de expressão de GRPR nos estágios clínicos dos tu-
mores pulmonares dos pacientes brasileiros

7.1.5 Expressão de GRPR em Tecidos Pulmonares sem Neoplasia

A expressão de GRPR também foi realizada em grupos controles, jus-

tamente para observar a diferença de expressão de GRPR em neoplasia em

relação ao tecido pulmonar não neoplásico. Foram utilizadas amostras de

necrópsia de 23 pacientes, sem neoplasias pulmonares. As principais causas

mortis destes pacientes foram: asma, broncopneumonia, acidente vascular

cerebral, insu�ciência cardíaca congestiva, infarto do miocárdio, sepse e in-

su�ciência renal

Os resultados da expressão de GRPR mostraram que 52,17% dos pacien-

tes não apresentaram qualquer expressão deste marcador, e 47.82% apresen-
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taram apenas uma fraca expressão. Não encontramos amostras com intensi-

dades de expressão moderada a forte.

Foi detectada uma diferença estatisticamente signi�cativa nas amostras

de tecido pulmonar neoplásico em relação ao tecido pulmonar normal quanto

à expressão de GRPR (p=0,049).

Abaixo, a representação demonstra com mais detalhes os resultados men-

cionados.

Figura 10: Expressão de GRPR em tecido pulmonar com presença e ausência
de neoplasia

7.1.6 GRPR e Tabagismo

Dentre as 238 amostras estudadas, 200 foram provenientes de pacientes

tabagistas e apenas 8 amostras não tinham história de tabagismo. As 30

amostras tumorais restantes, foram de pacientes cujo estatus de tabagismo

era desconhecido.
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Devido à grande diferença de proporções entre tabagistas e não-tabagistas

não foi possível calcular as diferenças de expressão de GRPR nos dois grupos.

7.1.7 Curvas de Sobrevida

A curva de sobrevida foi realizada nos 238 pacientes da amostra brasileira.

A curva mostrou um tempo médio de seguimento de 15,2 meses. A média de

sobrevida foi de 10 meses (IC 95%, 5,9 a 13,3). Foi comparada a curva de

sobrevida com a expressão de GRPR. Observou-se não haver diferença esta-

tisticamente signi�cativa na sobrevida entre os pacientes que apresentaram

altos ou baixos níveis deste receptor (log-rank, p=0,43). Nesta análise, os

valores foram ajustados para o estágio clínico.
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Figura 11: Curvas de sobrevida dos pacientes brasileiros em relação aos níveis
de expressão de GRPR

7.2 População Japonesa

7.2.1 Características Gerais dos Pacientes

Na população Japonesa, 96 amostras de neoplasias pulmonares foram uti-

lizadas. Destas, a maioria eram adenocarcinomas, 82 (85,4%), seguidos por

carcinomas epidermóides, 9 (9,4%), e os carcinomas de grandes células repre-

sentados por apenas 5 (5,2%). Nenhuma das amostras foram representadas

por carcinomas de pequenas células.

Em relação às características demográ�cas dos pacientes japoneses, 46
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(47,9%) eram do sexo masculino e 50 (52,17%) do sexo feminino. Em nossa

amostra, 47 (49 %) não apresentavam história de tabagismo, enquanto que

49 (51%) eram tabagistas.

A maioria dos pacientes apresentavam doença em estágios precoces, sendo

que 45 (46,9%) encontravam-se em EC I & II, 44 (45,8%) no EC III e apenas

7 (7,3%) dos pacientes apresentavam doença avançada, ou seja, EC IV.

Na população japonesa estudada, no momento do diagnóstico, a média

de idade foi cerca de 61 anos, sendo 63,2 anos para as mulheres e 59,58 anos

para os homens. A sobrevida média dos pacientes japoneses da amostra foi

de 53,17 meses, quando os pacientes foram agrupados, desconsiderando os

diferentes estágios clínicos.
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Tabela 3: Características clínicas e demográ�cas dos pacientes da população
oriental (n=96)

7.2.2 Expressão de GRPR em Diferentes Histologias

O grupo histológico dos adenocarcinomas foi o único que apresentou mo-

derados níveis de expressão de GRPR, representando um total de 37,8% dos

pacientes. Tanto os adenocarcinomas quanto os carcinomas epidermóides

mostraram uma fraca expressão deste marcador, representando um total de

53,65% e 66,66% respectivamente. Além disso, ambas as intensidades de

expressões nos adenocarcinomas, fraca e moderada, estiveram presentes em
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mais de 50% das células tumorais.

Houve fraca expressão de GRPR na maioria dos carcinomas de grandes

células, no entanto, é difícil chegarmos a alguma conclusão, pois este grupo

foi representado apenas por 5 pacientes do total. Uma única amostra de

paciente com carcinoma epidermóide apresentou forte expressão de GRPR.

As diferenças de expressão de GRPR nos tipos histológicos, mostraram re-

sultados estatisticamente signi�cativos (p=0,03).

Abaixo, representados gra�camente estes resultados.

Figura 12: Expressão de GRPR nos diferentes tipos histológicos de neoplasias
pulmonares das amostras de pacientes orientais
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Tabela 4: Frequências de Expressão de GRPR nos Diferentes Grupos Histo-
lógicos

7.2.3 Mutação do Gene EGFR e Expressão de GRPR

Dentre os 96 pacientes japoneses estudados, a mutação no gene do EGFR

foi encontrada em 54 (60%) dos pacientes e 36 (40%) apresentaram EGFR

do tipo selvagem, ou seja, não apresentaram as mutações procuradas. Nesta

amostra, em 6 (6,25%) pacientes a mutação não foi realizada por se tratar de

material insu�ciente. Dentre as mutações encontradas, 27 (30%) foram do

éxon 19, 19 (21,11%) do éxon 20, 16 (17,77%) do éxon 21 e apenas 2 (2,22%)

do éxon 18.

O estatus do gene EGFR foi avaliado em relação aos resultados da ex-

pressão de GRPR nestes mesmos pacientes. Apenas 6 (6,66%) pacientes

japoneses foram negativos para a expressão de GRPR. Por consequência, a

expressão deste marcador foi distribuída nas diferentes intensidades, para a

comparação com os pacientes que apresentavam mutação no gene EGFR.

Foi observado que a expressão de GRPR não se alterou signi�cativamente

em função da presença ou não da mutação no EGFR. A fraca expressão

resultou em 57,4% dos EGFR mutados e 52,57% daqueles não mutados. O
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mesmo comportamento do GRPR foi em relação à moderada expressão deste

marcador, com 33,33% de expressão nos EGFR mutados, e 36,11% no EGFR

tipo selvagem. A forte expressão de GRPR foi observada principalmente nos

pacientes que apresentaram o EGFR tipo selvagem com 5,55 % deles. Todas

estas diferenças não foram estatisticamente signi�cativas (p= 0,769).

Veja os resultados no grá�co abaixo.

Figura 13: Expressão de GRPR em relação à presença e à ausência de mu-
tação no EGFR

7.2.4 Estágio Clínico e Expressão de GRPR

Assim como na população brasileira, foi comparada a expressão de GRPR,

de acordo com as intensidades, em relação aos estágios clínicos dos pacien-

tes. Aqueles com estágios clínicos precoces de câncer de pulmão apresenta-

ram as maiores taxas de fraca expressão de GRPR. Foram observados níveis
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acentuados de moderada expressão deste marcador apenas em estágios mais

avançados da doença, com 41,66% no EC III. O EC IV, embora esteja re-

presentado no grá�co, apenas sete pacientes pertenceram a este grupo. Os

resultados da expressão de GRPR nos estágios clínicos não foram estatisti-

camente signi�cativos (p=0,541).

Estes dados estão melhor representados abaixo.

Figura 14: Intensidades de expressão de GRPR nos estágios clínicos dos
tumores pulmonares nos pacientes japoneses

7.2.5 Distribuição do GRPR em Relação ao Gênero

Assim como na população brasileira, foram comparadas as distribuições

do GRPR entre os sexos masculino e feminino. Nas diferentes intensidades de

expressão deste biomarcador molecular, houve distribuição muito semelhante
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tanto nos homens quanto nas mulheres. No entanto, a forte expressão de

GRPR esteve presente apenas nas mulheres com 8% e total ausência nos

homens. Entretanto essas diferenças não foram estatisticamente signi�cativas

(p= 0,304). Estes dados estão melhor ilustrados no grá�co abaixo.

Figura 15: Distribuição do GRPR em homens e mulheres da amostra de
pacientes orientais

7.2.6 Curvas de Sobrevida

A curva de sobrevida foi realizada nos 96 pacientes japoneses. A curva

mostrou um tempo médio de seguimento de 72 meses. A média de sobrevida

foi de 53 meses (IC 95%, 41,2 a 56,8). As curvas de sobrevida foram com-

paradas com os níveis de intensidade de expressão de GRPR. Os pacientes

que expressaram baixos níveis de GRPR, ausente e/ou fraco apresentaram

uma sobrevida média de 56,16 meses (IC 95%, 38,2-71,2) comparados aos

moderados e/ou fortes com 37,9 meses (IC 95%, 38,2-71,2). As diferenças fo-
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ram estatisticamente signi�cativas (HR=1,9 p=0,010). A análise foi ajustada

para ambos estágio clínico e para mutação de EGFR.

Figura 16: Curvas de sobrevida dos pacientes japoneses em relação aos níveis
de expressão de GRPR

7.2.7 GRPR e Tabagismo

Dentre as 96 amostras de pacientes japoneses estudadas, a proporção

de tabagistas 51%, foi muito semelhante aos não-tabagistas 49%. Quando

esta característica foi comparada em relação às intensidades de expressão de

GRPR, observamos que tanto a baixa quanto a moderada e alta expressão

não apresentaram diferenças entre o grupo de pacientes tabagistas e não

tabagistas (p=0,992).
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Veja abaixo a �gura.

Figura 17: Diferenças de expressão de GRPR em relação ao status tabagismo

7.2.8 Comparação entre População Japonesa e Brasileira na Ex-

pressão de GRPR

Foi realizada uma comparação entre a presença de expressão de GRPR

na população brasileira e japonesa. Tendo em vista que o grupo de pacientes

japoneses apresentavam apenas neoplasias não-pequenas células, comparou-

se com este mesmo grupo histológico da população brasileira.

Na análise de expressão de GRPR em relação à presença ou à ausência

deste marcador, �cou constatado que 91,96% das amostras dos pacientes

japoneses foram positivos para expressão de GRPR. Nos pacientes brasileiros,

no entanto, foram positivos para a expressão de GRPR em 62,5% deles. Os

resultados foram estatisticamente signi�cativos (p=0,001).

Veja a �gura abaixo.
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Figura 18: Comparação da expressão de GRPR em pacientes japoneses vs.
brasileiros

Convém salientar que dos 96 pacientes da população japonesa, 82 (85,41%)

apresentavam adenocarcinomas. Os dados desta amostra foram comparados

com os adenocarcinomas da população brasileira.

Após a distribuição das intensidades da expressão de GRPR, a popula-

ção japonesa apresentou maiores proporções de expressões deste marcador,

tanto na intensidade fraca 53,65% e moderada 37,8% quanto comparados

com a população brasileira, fraca 42% e moderada 16%. As diferenças foram

estatisticamente signi�cativas (p=0,02).

Veja representação grá�ca na �gura abaixo.
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Figura 19: Intensidades de expressão de GRPR em adenocarcinomas de pa-
cientes ocidentais e orientais

8 Discussão

O GRPR tem sido extensivamente estudado em câncer de mama, prós-

tata, cólon entre outras [65][84][91]. Em neoplasias pulmonares, no entanto,

este receptor não tem sido muito explorado até o momento. Vários estudos

têm sido relatados em relação à expressão de GRPR nos tumores pulmo-

nares, porém a maior parte deles foram realizados in vitro [81][107]. Este

é o primeiro estudo o qual se tem registro que avaliou um grande número

de pacientes em relação à expressão deste marcador molecular. Neste tra-
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balho encontraram-se os mais altos níveis de expressão deste marcador em

NSCLC comparados com os SCLC, de modo especial nos adenocarcinomas.

A expressão intensa deste receptor em adenocarcinomas, não previamente

observada em estudos anteriores, pode identi�car um possível alvo para o

desenvolvimento de novas terapias.

Levando-se em conta o que foi mencionado anteriormente, o presente tra-

balho é o primeiro a relatar a distribuição deste biomarcador nos diferentes

estágios clínicos das neoplasias pulmonares. Observou-se que as intensida-

des de expressão de GRPR foram muito mais notáveis em estágios clínicos

avançados da doença, EC IV, que em estágios precoces, EC I e II. Ainda,

nestes estágios iniciais desta doença, concluiu-se que mais da metade dos

pacientes não expressaram GRPR. Estes achados sugerem fortemente que o

GRP e seu receptor exerce um papel mitogênico e pode desempenhar um pa-

pel fundamental na carcinogênese de tumores com um comportamento mais

agressivo.

Conforme relatado previamente em linhagens celulares, a expressão de

GRPR é muito mais frequentemente encontrada em células neoplásicas que

em células normais [114]. Este estudo con�rma estes achados prévios, pois

nas amostras de tecido pulmonar não neoplásico, houve ausência deste mar-

cador na maioria dos tecidos e os que apresentaram expressão foram apenas

na mais baixa intensidade. Mais uma vez, a presença de GRPR com mais

intensidade em tecido neoplásico corrobora a hipótese de que ele participa

no desenvolvimento e na progressão da transformação maligna em células

tumorais pulmonares.

A expressão acentuada de GRPR nas histologias de adenocarcinomas mo-
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tivou os autores deste trabalho a procurar a distribuição deste biomarcador

e correlacionar com a mutação do EGFR em outros grupos étnicos de paci-

entes. Conforme discutido extensivamente neste trabalho, a distribuição do

EGFR é totalmente distinta e tem importantes implicações prognósticas na

população ocidental e oriental.

Não se conhece, até o momento, a distribuição da expressão de GRPR

em diferentes grupos étnicos. Por isso, este receptor foi também estudado

na população japonesa e após, foi comparado com a população brasileira.

Infelizmente, não houve amostras de pacientes orientais com SCLC. Dos pa-

cientes com NSCLC, os adenocarcinomas também tiveram os maiores níveis

de expressão de GRPR. Em relação ao estágio clínico, embora muito poucos

pacientes se apresentavam no EC IV, os níveis de moderada expressão foram

maiores em estágios EC III, apesar de se ter apenas três pacientes com forte

expressão nos EC I e II.

Os caminhos de ligação intracelular entre o GRPR e o EGFR estão bem

documentados na literatura, principalmente em neoplasias de cabeça e pes-

coço [125][71][72]. O objetivo deste trabalho também foi veri�car qual o

comportamento da expressão de GRPR em pacientes que apresentavam a

mutação no domínio do EGFR. Em conclusão, embora as diferenças não fo-

ram estatisticamente signi�cativas, os pacientes sem a mutação no EGFR

apresentaram intensidades maiores de expressão de GRPR. Tais resultados

corroboram a hipótese de que o EGFR, quando mutado, sofre autofosfori-

lação de forma que independe de receptores acoplados à proteína G assim

como o GRPR. Deste modo, o GRPR teria maior importância, como um

alvo terapêutico, em pacientes com EGFR tipo selvagem.
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Os resultados deste trabalho não tiveram uma concordância com a litera-

tura em relação à distribuição de GRPR conforme o gênero. Alguns estudos

mostram que a distribuição do GRPR é maior em mulheres [10][11][117].

Nesta pesquisa, os resultados não apresentaram diferenças estatisticamente

signi�cativas de expressão de GRPR em homens e em mulheres. Os resulta-

dos foram os mesmos nas duas populações estudadas.

A literatura demonstra que a expressão de GRPR em pacientes tabagistas

é muito maior comparados aos não-tabagistas [116][117]. Os dados deste

estudo não corroboram estes achados, pois as diferenças de intensidades deste

receptor não foram estatisticamente diferentes entre ambos os grupos na

população oriental. Na população ocidental devido ao pequeno número de

não-tabagistas, não foi possível realizar estas proporções.

Quanto às diferenças étnicas de expressão de GRPR, observou-se que

existem diferenças estatisticamente signi�cativas entre os brasileiros e os ja-

poneses. Estes têm a presença deste receptor mais frequentemente que a

população ocidental. Além disso, em relação às intensidades nos adenocar-

cinomas, os japoneses apresentam maiores intensidades fraca a moderada,

enquanto que os brasileiros apresentam maior frequência de forte expressão

de GRPR.

Conclui-se que a melhor compreensão dos eventos moleculares presentes

nas células tumorais é o primeiro passo para o desenvolvimento de uma te-

rapia sistêmica capaz de melhorar a sobrevida dos pacientes com câncer de

pulmão. Neste trabalho, �cou demonstrado que o GRPR está altamente

expresso em neoplasias pulmonares e parece apresentar alguma função na

progressão e no desenvolvimento destes tumores. Os referidos resultados in-
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dicam que este receptor poderia ser um importante candidato para a novas

terapias-alvo em neoplasias pulmonares. No entanto, estudos adicionais são

necessários para consolidar esses achados.

9 Conclusões

As conclusões deste estudo em relação à expressão de GRPR nas neopla-

sias pulmonares concernentes às duas populações:

População Ocidental

1. A expressão de GRPR, nos diferentes tipos histológicos de neoplasias

pulmonares demonstrou que as fortes intensidades deste marcador esti-

veram mais presentes nos adenocarcinomas comparadas às outras his-

tologias.

2. Nos estágios clínicos mais avançados das neoplasias pulmonares, EC

III e IV dos NSCLC, houve maior expressão dos níveis moderados e

máximos de GRPR. Em contraste, nos estágios clínicos precoces desta

doença, a maioria dos pacientes não apresentaram nenhuma expressão

deste marcador molecular.

3. Constatou-se que não houve diferenças na expressão do GRPR entre

os sexos masculino e feminino.

4. Foram encontradas diferenças signi�cativas de expressão de GRPR em

tecidos pulmonares não-neoplásicos comparados àqueles com presença
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de tumor. Os tecidos controles apenas tiveram fraca e/ou ausência de

expressão deste marcador.

5. Não houve diferença nas curvas de sobrevida em relação à expressão de

GRPR, quando ajustadas para estágio clínico.

População Oriental

1. Dentre as amostras de NSCLC avaliadas nesta população, os adenocar-

cinomas apresentaram semelhantes resultados em relação à população

ocidental. No entanto, os carcinomas epidermóides mostraram maiores

níveis de forte expressão de GRPR.

2. Os EC III e IV mostraram os maiores níveis de moderada expressão

de GRPR; embora diferentemente da população ocidental, 6,6% deles

expressaram fortes níveis de GRPR em estágios clínicos precoces.

3. Como na população anterior, não houve diferenças de expressão de

GRPR quanto ao gênero. Além disso, a distribuição deste marcador

foi semelhante em tabagistas e não-tabagistas.

4. A expressão do GRPR não se alterou signi�cativamente em função

da presença ou não da mutação no EGFR. No entanto, somente os

pacientes que apresentaram o EGFR do tipo selvagem apresentaram

forte expressão deste receptor.

5. Pacientes com níveis mais intensos de expressão de GRPR apresenta-

ram uma sobrevida menor comparados àqueles com intensidade menor
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de expressão do receptor (HR=1,9 p=0,010).

Comparações entre as Populações

1. Na comparação entre as amostras de NSCLC das duas populações,

observou-se diferenças estatisticamente signi�cativas na expressão de

GRPR. Este esteve mais presente nos pacientes orientais com 91,96%

comparados aos ocidentais com 62,5%, (p=0,001).

2. Destaca-se ainda que, na distribuição das intensidades nos adenocar-

cinomas, a população japonesa apresentou maiores proporções de ex-

pressões deste marcador, tanto na intensidade fraca quanto moderada.

Entretanto, fortes níveis de intensidade foram vistos mais frequente-

mente na população ocidental.
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Abstract 

 Background: Gastrin-releasing peptide receptors (GRPR) are 

overexpressed in several neoplasms and can play a critical role in tumor 

cell survival, proliferation, migration and invasion in preclinical models. 

A Phase I trial of RC-3095, a syntetic GRPR antagonist, conducted by 

our group, showed no significant dose-limiting toxicities with evidence 

of target modulation and antitumor activity. For the development of 

Phase II clinical trials program of RC-3095, candidate tumor types are 

being selected on basis of GRPR expression. Data on GRPR expression 

in lung cancer is currently limited. 

 Methods: We analysed the expression of GRPR receptors in tumor 

tissue obtained from biopsies of patients with lung cancer from our 

institution during the period from 2004 to 2008 using standard 

immunohistochemistry techniques. Our aim was two-fold: (1) to 

determine GRPR expression in both non-small cell lung cancer 

(NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC); (2) to correlate its 

expression with clinical stages and demographic variables using standard 

univariate analysis. Normal lung tissue from necropsy were used as a 

control. 

Results:  GRPR expression was higher in NSCLC (n=200) compared 

to SCLC (n=38), p=0,3. In NSCLC, GRPR expression was absent, weak, 



3 

moderate and strong in 28%, 48%, 16.5% and 7.5% of samples, 

respectively. In contrast, GRPR expression was absent, weak, moderate 

and strong in 47.38%,  34.21%, 15.78% and 2.63% of SCLC tumor 

samples, respectively. Looking at the NSCLC histological subtypes, a 

higher percentage of samples showing strong expression was observed in 

adenocarcinomas (10%) although not statistically significant (p=0.673). 

Strong GRPR expression was more pronounced in samples obtained 

from patients with NSCLC at advanced stages (III and IV) in 

comparison with samples obtained from patients presenting at earlier 

clinical stages (p=0.01). In a control group of lung tissues without tumor 

(n=23), GRPR expression was absent or very low (p=0.049). 

Conclusions: This is the first study to demonstrate that siginificant 

levels of GRPR expression can be found in all histological subtypes of 

lung cancer. Furthermore, GRPR is differently expressed according to 

clinical stages of lung cancer. These findings support previous 

observations suggesting that GRPR may represent a potential target for 

development of a new treatment approaches against lung cancer.  

 Keywords: Lung cancer; Gastrin-releasing peptide receptor; Biomarkers 

 

1  Introduction 

Lung cancer is the leading cause of global cancer death; and  it is  responsible for more 

than 1 million deaths per year (1,2). At  diagnosis, around 75% of lung cancer patients present 

with locally advanced or metastatic disease (3). Treatment for these patients is mainly 
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palliative  and  consists of  chemotherapy alone or in combination with irradiation and 

biological agents (4). 

 Despite recent advances in understanding the biology of lung cancer, patients with 

metastatic disease still have a limited median survival of only 4 to 6 months with current 

therapies; therefore, new therapeutic targets are needed to improve survival rates (4,5) . 

Bombesin/Gastrin-Releasing Peptides Receptors (GRPR) are expressed in a variety of 

human cancer cells such as prostate, breast, colon (1,6,7). In our laboratory, we were also able 

to demonstrate tha GRPR are highly expressed in tumor samples obtained from patients with 

cervical cancer (8) and gliomas (9).  

In the last two decades, several lines of experimental evidence have suggested that this 

growth factor is involved in many steps of tumor progression, enhancing angiogenesis, local 

invasion and distant metastasis (1,6,7,8,9). 

 GRPs play important physiological roles in the regulation of smooth muscle contraction, 

the release of hormones in the gastrointestinal tract, the secretion of pancreatic enzymes, and 

can also serve as neurotransmitters in the central nervous system (1,6,10,11).  

GRPR receptors could be an attractive target for cancer treatment, because these 

expression can be found more commonly in human malignancies as compared to normal 

human tissues (1,8,9). GRPR synthetic antagonists, such as RC3095, have been developed as 

anticancer candidate compounds, and showed antitumor activity both in vitro and in vivo 

(1,10,11,12). In a Phase I  trial of RC-3095 conducted at our institutio, incluiding 25 patients 

with advanced refractory solid malignancies, RC-3095 was shown to be well tolerated with 

detectable dose-limiting toxicities (13). Notably, evidence of antitumor activity was 

documented in three patients whose tumors exhibited a high GRPR expression.  

GRP was shown to act as an autocrine growth factor, promoting proliferation in SCLC 

cells (14). In NSCLC and in head and neck neoplasm, GRPR contributes to increase 
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proliferation, by triggering the activation of EGFR in the cell surface (15) (16) (17). In 

contrast, GRPR antagonists might severely limit the autocrine release of EGFR ligands in 

NSCLC (18). 

In the near future, our group will lauch a series of Phase II trials of RC3095 in patients 

with specific advanced malignancies. For the planning of these studies, additional information 

on the differential expression of GRPR in normal versus neoplastic lung tissues, as well as  its 

relation to clinical stage and overall survival, are of great importance.  

 

2  Materials and Methods 

2.1 Population:  

All  cases of lung cancer from pathology records of the Pathology Department,  Academic 

Hospital (HCPA), and Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, during 

period between 2004 to 2008. About 92 patients were excluded from analysis for the 

following reasons: insufficient material for immunohistochemistry and necrosis in almost all 

sample. Clinico-paathologic variables collected retrospectively from hospital eletronic 

database and medical records were: tumor type, age, gender, stage I to IV (NSCLC) and 

Limited Disease and Extensive Disease (SCLC), smoking status (smoker vs. non-smokers), 

and overall survival (date of diagnosis to date of death). 

 

2.2 Immunohistochemistry Technique: 

Immunohistochemical stains were performed on all cases as follows: specimens previously 

fixed in paraffin-embedded blocks were freshly sectioned at a thickness of 4 microm and 

mounted on slides for immunohistochemistry. The primary antibody used was rabbit 

polyclonal antibody anti-GRPR (OPA1-15619 by Bioreagents, EUA) at a 1/200 dilution. 
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After dewaxing, inactivating endogenous peroxidase activity and blocking cross-reaction with 

normal serum, 4- microm sections were incubated overnight at 4ºC with a diluted solution of 

primary antibody. Identification of primary location was achieved by subsequent application 

of biotinylated antibody, strptavidin horseradish peroxidade conjugate (LSAB, Dako) and 

diaminobenzidine tetrahydrochloride/H2O2 (Kit DAB, DakoStaining). Images were obtained 

with a scanscope connected to a personal computer HP xw 4300 Workstation (Hewlett-

Packard Development Co, LP, Palo Alto, Calif). Representative photographs were taken to 

illustrate the findings. 

 

2.3 Immunohistochemistry Evaluation: 

 Grading of immunostained tissue samples involved examination of malignant cells. Five 

malignant cells clusters per slide, identified under high power  (x 40), were scored for 

intensity and percentage of staining of cells, and the mean of the 5 intensities for each cluster 

was recorded. The mean values per case were averaged and computed for each diagnostic 

group. Representative photographs were taken to illustrate the findings.  

The following interpretation of the staining pattern was used to determine positivity: 

GRPR (cytoplasmic expression). Figure 1, A through C. 

Tissue of archival cases of NSCLC and SCLC were evaluated. Each case had 1 slide of 

tissue stained for the marker evaluated, and each slide was scored separately for intensity and 

percentage of tumor cells stained. Intensity positivity of tumor was recorded on a scale of 0 to 

3 (0= no expression; 1= mild expression; 2=moderate expression and 3=intense expression). 

Percentage of cells positivity was recorded on a scale of 0 to 3 (0=no expression; 1=less than 

25% of cells; 2= 25 to 50% of cells; 3=50 to 100% of cells). See Fig 2. 

Nonneoplastic lung tissues were used as controls and the results are expressed in the same 

way of intensity and frequency as tumors samples. 
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2.4 Statistical Analysis: 

 The significance of differences observed between groups was calculated using Statistical 

Package for Social Sciences, SPSS version 17.0. Correlation between GRPR expression and 

clinico-pathologic variables was analyzed by using performed using Pearson Chi-square Test 

and Fisher Exact Test. Overall survival was calculated by the Kaplan-Meier method and 

differences between groups were assessed by the log-rank test and Fishers exact test. Patients 

were censored for survival at last follow-up visit. A multivariate analysis, using Cox’s 

proportional hazards model was also performed in order to adjust for the effects of age, 

gender and stage of disease. Statistical differences were accepted at p< 0 .05 and were two-

sided. 

The study proposal was reviewed and approved by institutional audit committee.  

3.  Results  

3.1 Patient Demographics 

The tumor specimens were obtained from patients with adenocarcinoma (n=100), 

squamous cell carcinoma (n=71), large cell carcinoma (n=29) and small cell carcinoma 

(n=38).  The mean survival at diagnosis were 10.03 months, and the male-female ratio was 

1.2:1. Review of the available data showed that 200 (84.03%) patients were smokers, 8 

(3.36%) were non-smokers, and 30 (12.63%) had unknown smoking status; Patients with 

NSCLC, 37 (15,54%) were stage I & II, 53 (22.6%) stage III, and 102 (42.85%) stage IV; 

patients with SCLC, 3 (1.26%) were Limited Disease and 37 (15.54%) Extensive Disease, 6 

(2.52%) had unknown ; and 10.3 months was average suvival in all population, being were 

10.3 months in females and 10.02 months in men.  Clinical data are summarized in Table 1. 
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3.2  GRPR Expression in Non-Neoplasic Lung Cancer 

Control samples in non-neoplasic lung tissue from necropsies were compared to cancer 

lung samples for GRPR expression from patients with the following diseases: asthma, 

hypovolemic shock, bronchopneumonia, stroke, sepsis, congestive, cardiac insufficiency, and 

ischemic cardiopathy. Results showed absent GRPR moderate and strong expression in 

control group compared with lung tumor tissue. The differences were statistically significative 

(p=0.049). See values in the Fig 5. 

 

3.3  GRPR Expression & Clinical Stage 

When GRPR expression was evaluated in relation to Clinical Stage the GRPR expression 

was almost two times more absent in early stages I & II (62.16%) compared with pa tientes 

with advanced disease (34% for clinical stage III, 32.35% clinical stage IV and 43% 

Extensive Disease). Strong expression was more pronounced in clinical stage IV (6.9%), 

clinical stage  III (9.43%) and extensive disease (5.4%). Was not founded any pacient strong 

GRPR expression in clinica stage I & II. A conspicuous expression of moderate intensity were 

much more common in EC IV and ED than other clinical stages. There is a statistically 

significant association between strong intensity grading scores for GRPR expression analysed 

by immunohistochemistry in higher clinical stages, unrespective of tumour histology 

(p=0.01). 

In  SCLC, values of GRPR were shown only in advanced disease because in overall patient 

samples, only three cases were Small Cell Lung cancer Limited Disease. See in Fig 4. 

3.2  GRPR Expression & Histological Type   

Overall GRPR expression was similar between NSCLC (72%) and SCLC (52.63%). 

However, when intesities of GRPR were separated between histologies we observed a 
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difference in grades of intensity of GRPR between SCLC and NSCLC, although ot reaching 

statistical significance (p=0,3). For weak, moderate and strong GRPR expression were 

pronounced in NSCLC (48% weak; 16.5% moderate; 7.5% strong) compared to SCLC 

(34.21% weak; 15.78% moderate; 2.63% strong). Even though the conspicuous expression 

was more important in strong GRPR expression. See values in Fig 3.  

Further analysis of histologies of the NSCLC cell lines, showed that GRPR weak 

expression was similar among histology types. Next graduations of GRPR expression,  were 

founded strong GRPR expression in adenocarcinomas 10%, squamous 4,22% and large cells 

6.89%. For moderate expression, 16% in adenocarcinomas, 11,26% squamous, 10.34% in 

large cells. These results were not statistically significant (p=0,673). See values in Fig 4.  

 

3.5  Survival Distributions: 

  238 patients patients were evaluated for overall survival (OS) and complete information 

was available for all. This analysis did not reveal any difference in patient survival between 

those whose tumors did or did not express GRPR/GRPR. This analysis was adjusted for 

clinical stage. 

Furthermore no significant association was seen when comparing GRPR expression 

between any other demographic variables (smokers, gender and age).  

4. Discussion 

GRPR expression has been documented in many tumors such as breast, prostate, gliomas, 

uterine cervix (19) (20) (21) (22). However,  consistent data on GRPR expression in lung 

cancer is still limited. In vitro studies have demonstrated that GRPR mRNA levels are present 

at highest level in mid-gestation human fetal lung (23) (24). This suggests that GRPR may 

play an important function in cell growth and cell differentiation mainly of type II 

pneumocyte (25). 
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In cultures of human normal bronchial epithelium, a low level of GRPR expression was 

observed (27). In these cells, bombesin was not able to trigger the release of intracellular 

calcium, or to stumulate the growth. In contrast, in lung cancer cells, there was a greater 

responsiveness to bombesin (7, 27). 

In our analysis, we compared GRPR expression in lung carcinomas and in control samples 

of lung without neoplasia. We were able to show that normal lung tissue expressed low level 

of GRPR, as compared to lung cancer samples.   According previous reports, GRPR 

expression was present in up to 70% of small cell lung cancer and much less frequently in 

NSCLC (about 10-20%) (28) (29). In our analysis, we found a higher intensity of GRPR 

expression in NSCLC as compared to SCLC, although these results were not statistically 

significant (p=0.3). Notably, the high GRPR expression in adenocarcinomas was of potential 

therapeutic interest.   

 GRPR distribution in clinical stages of lung cancer has not been evaluated by previous 

studies. We observed that GRPR expression was more pronounced in tumors at a more 

advanced stage, these differences being statistically significant (p= 0.041). In the early stages, 

lack of GRPR expression was documented in more than half of patients (62%). Moreover, no 

strong GRPR expression was observed in these group of patients. The impact of GRPR 

expression in patient prognosis deserves future studies.  

A number of studies have shown sex-related differences in lung cancer (30, (31). In one 

study, GRPR mRNA expression was more pronounced in female smokers as compared to 

males who smoked the same amount of cigarettes (75% vs. 25%) (31). In our study, we could 

not confirm this observation.   

In summary, this is the first study that evaluated GRPR expression in a large sample of 

patients with lung cancer. In contrast to previous reports suggesting a high GRPR expression 

in SCLC, our series revealed a more pronounced GRPR expression in samples obtaind from 
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patients with NCSLC. These findings will be taken into consideration in the design of our 

future Phase II trials of the GRPR antagonist RC- 3095. 
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Table 1: Clinical and Demographic Characteristics of Patients (n=238)  

         

Characteristic n % Mean  

Sex     

Female 109 44.9   

Male 132 55.1   

Age at 

diagnosis    63.08 yr  

Female   63,44 yr  

Male    61,08 yr  

Tabagism     

Ever Smoker 200 84.03   

Never smoker 8 3.36   

Missing 30 12.6   

Histology     

NSCLC 200 84,03   

Adenocarcinoma 100 42.01   

Squamous 71 29.83   

Large Cell 29 12.18   

SCLC 38 15.96   
Disease Stage 

%     

I and II 37 15.54   

III 53 22.26   

IV 102 42.85   

Limited Desease 3 1.26   
Extensive 
Disease 37 15.54   

Survival   10.03 m  

Female   10.65 m  

Male     10.02 m  

y=years m=months    
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Figure 1: GRPR expression in samples studied (A) No Expression (B) Weak Expression 

(C) Moderate Expression (D) Strong Expression (Original Magnification x 400)  

   

    %  Stained Cells 

    1%-25%  25-50%  50-100 %  

 Histology Negative 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ 3+ 

Adenocarcinoma 
(n=100) 32 17 0 0 12 2 0 13 14 10 

Squamous (n=71) 31 7 0 0 7 1 0 15 7 3 

Large Cells (n=29) 12 6 0 0 3 1 0 3 2 2 

Small Cell (n=38) 18 5 0 0 3 0 0 5 5 1 

Figure 2: Results of immunohistochemical according frequency of intensities 
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Figure 3: Distribution of GRPR expression in lung cancer and in non- neoplasic lung tissue  

 

 
 

 
 

Figure 4: Distribution of GRPR expression in clinical stages of patients studied  
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 Figure 5:  GRPR expression in NSCLC and  SCLC  
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Figure 6: Distribution of GRPR expression in different histological types of lung cancer  
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