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INTRODUCAO

O cancer de canal anal € uma neoplasia rara, representando menos de 2%
dos tumores malignos do trato gastrointestinal. O carcinoma epidermdide € o tipo
histolégico mais comum de cancer anal, correspondendo a 85 % dos casos.
Atualmente, a incidéncia da doenga vem aumentando, muitas vezes com um
comportamento mais agressivo e de dificil resposta ao tratamento. Dados globais
apontam para um aumento na taxa de incidéncia do carcinoma invasivo de canal

anal.’

Na década de setenta, Nigro e colaboradores? introduziram o conceito de
quimio e radioterapia combinadas para o tratamento do cancer de canal anal. Desde
entdo, a terapia de escolha do carcinoma de canal anal tornou-se nao cirurgica,
reservando a resseccdo abdominoperineal e colostomia definitiva somente aos
casos refratarios ao tratamento inicial. Apesar do sucesso da quimioterapia
associada a radioterapia, 10 a 15% dos pacientes ndao respondem a este tratamento,
alguns tendo efeitos colaterais que impedem sua conclusédo e 10 a 30%
apresentando recorréncia da doenca.’ A heterogeneidade de resposta ao tratamento
combinado sugere que fatores preditores de resposta oncoldégica e novas

abordagens terapéuticas devam ser avaliadas.

Embora muitos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer anal ja
tenham sido identificados, tais como a pratica de sexo anal receptivo e a
imunodeficiéncia, os mecanismos moleculares relacionados com a carcinogénese

anal permanecem obscuros. O papilomavirus humano (HPV) foi identificado como
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agente causador do carcinoma epidermdide de canal anal, uma vez que esta
relacionado a lesédo precursora do carcinoma invasivo, a neoplasia intraepitelial anal.
Esse mecanismo de desenvolvimento do cancer anal é analogo ao que se observa
no desenvolvimento do carcinoma de colo uterino.*® Sugere-se, desta forma, que
biomarcadores potencilamente envolvidos na carcinogénese cervical também

possam ser importantes no desenvolvimento do carcinoma anal.

O peptideo liberador de gastrina (GRP) é um agente neuroenddcrino
amplamente estabelecido como um fator de crescimento tumoral em diversos tipos
de cancer.” Fortes evidéncias na literatura tém demonstrado que o GRP atua como
fator mitogénico e proangiogénico e, assim como seu receptor (GRPR), tem

implicagdes na progressao e disseminagao tumoral.®

O conhecimento da expresséo e distribuicdo do GRPR pode gerar aplicagdes
clinicas para o diagndstico e terapéutica em diferentes tipos de cancer, bem como
auxiliar na deteccao precoce de tumores. Até o presente momento, ndo ha estudos
na literatura avaliando a expressao do receptor do peptideo liberador de gastrina
(GRPR) em tumores de canal anal. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo
avaliar a expressdo de GRPR em bidpsias de carcinoma epidermaoide de canal anal

€ compara-las com a expressao em tecidos anais nao neoplasicos.
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REVISAO DA LITERATURA

Cancer de canal anal

O céancer de canal anal é uma neoplasia relativamente rara, cuja incidéncia
vem aumentando ao longo dos anos. O carcinoma epidermdide € o tipo histolégico
mais frequentemente encontrado, representando de 80 a 85% dos tumores anais e
cerca de 2,4% dos canceres colorretais. A incidéncia da doenca tem grande
variagdo geografica, sendo registrado um indice anual de 0,5 até 4 casos por
100.000 habitantes a cada ano."® Estimativas apontam para 6230 novos casos e
780 mortes nos Estados Unidos em 2012." No Brasil ndo se dispde de dados
especificos quanto a incidéncia do cancer anal, porém estima-se que, em 2010,
morreram 274 pacientes (176 mulheres e 98 homens) em decorréncia da

neoplasia.®

A média de idade ao diagndstico € de 60 anos, estando mais da metade dos
pacientes entre 45 e 65 anos de idade. Historicamente, o cancer anal € uma doencga
que acomete mais mulheres do que homens, tendo uma propor¢cao de 5 mulheres
para cada homem diagnosticado. Nos ultimos anos, no entanto, a incidéncia em
pacientes mais jovens vem aumentando em decorréncia das doengas sexualmente
transmissiveis como as infecgbes pelo HPV e HIV. Tabagismo, intercurso anal
receptivo, multiplicidade de parceiros e imunossupressao cronica (por exemplo em

pacientes transplantados) também sao considerados fatores de risco.>*
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A lesédo intraepitelial de alto grau, precursora do carcinoma epidermdide, tem
sido relacionada a infeccdo pelo HPV, de forma semelhante ao que ocorre nas
lesdes intraepiteliais do colo uterino. Cerca de um terco dos mais de 100 tipos de
HPV podem infectar o epitélio da regido anogenital."’ A infeccdo pelos tipos
oncogénicos, como os HPVs 16 e 18, causa a neoplasia intraepitelial anal que pode
progredir de displasia de baixo grau a displasia de alto grau e, por fim, ao carcinoma
invasor. Uma vez estabelecida a displasia de alto grau, raramente ocorre regressao

de tais lesdes."

De acordo com estudo recente, o HPV é detectado em 71% dos carcinomas
anais. A infeccao pelos subtipos 16 e 18 esta presente em cerca de 72% destes
casos, de forma analoga ao que ocorre no colo uterino.>™'* No canal anal a
chamada zona de transicdo é particularmente suscetivel a infeccdo viral.”® Esta
regido situa-se ao nivel da linha denteada (Figura 1), sendo revestida por diferentes
epitélios: escamoso, colunar e transicional (semelhante ao epitélio encontrado nas
vias urinarias). Em 2011 foi proposta pela Sociedade Americana de Cirurgia

Colorretal a nomenclatura de Zona de Transformacéo para denominar esta regiéo.3

O termo carcinoma epidermdide é empregado para os diversos subtipos
histolégicos de tumores escamosos do canal anal (basaldide, cloacogénico e células
transicionais), ja que, independente de serem queratinizados ou estarem localizados
abaixo ou acima da linha pectinea, apresentam a mesma origem embrionaria e
tendem a apresentar comportamento biolégico e resposta semelhantes ao

tratamento.>"%1®
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Figura 1: Anatomia do canal anal
Fonte: Fuchshuber PR, Rodriguez-Bigas M, Weber T, Petrelli NJ. Anal canal and perianal epidermoid
cancers. J Am Coll Surg. 1997 Nov;185(5):494-505

O sistema de estadiamento dos tumores de canal anal mais amplamente
utilizado é a classificacdo de TNM da “American Joint Committee on Cancer” — 72
edicdo, 2010. Curiosamente, a classificagcdo é baseada em dados histéricos de
estudos realizados quando o padrao ouro de tratamento ainda era a resseccéao
cirirgica. "' Este sistema leva em consideragdo o tamanho do tumor, nimero de
linfonodos comprometidos e metastases envolvendo 6rgaos distantes (Tabelas 1 e
2). O fator progndstico mais importante € o tamanho do tumor. Entretanto, as
variaveis idade, diferenciagdo tumoral, metastases linfonodais, raca, género e status
socioeconémico também tém sido apontados como fatores prognésticos relevantes.
A sobrevida estimada em cinco anos de acordo com o estadiamento tumoral é a
seguinnte: Estadio | = 70%, Estadio Il = 59% Estadio Ill = 40% e Estadio IV = 19%.°
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Tabela 1: TNM Cancer Anal

T - Tumor Primario
’O tumor primario ndo pode ser avaliado
[T0][Nao hé evidéncia de tumor primario

’Carcinoma in situ

’Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao ‘

’Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimenséao

’Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao

Tumor de qualquer tamanho que invade érgéo(s) adjacente(s), p. ex., vagina, uretra, bexiga

N- Linfonodos Regionais
|Os linfonodos regionais n&o podem ser avaliados |
|Auséncia de metastase em linfonodos regionais |

|Metéstase em linfonodo(s) peri-retal(ais)
IMetéstase em linfonodo(s) iliaco(s) interno(s) e/ou inguinal(ais) unilateral(ais)

Metastase em linfonodos peri-retais e inguinais e/ou linfonodos iliacos internos bilaterais e/ou inguinais
bilaterais

M - Metastase a Distancia
|A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada|
|Auséncia de metastase a distancia |

|Metéstase a distancia |

Fonte: Instituto Nacional de Cancer (INCA). Referéncia original AJJC modificada. Tipos de cancer no
Brasil. Disponivel em http://www1.inca.gov.br/tratamento/tnm/exibe.asp?1D=2

Tabela 2: Estadiamento Cancer Anal

[Estadio 0 |[Tis N0 |[mo]
[Estadio |  |[T1 INo |Imo]
o T2 [No (Mo
Estadio Il
T3 N0 |Imo]
T1 N1 Mo
(T2 IN1 [
Estadio llIA
T3 N1 Mo
T4 [NO Mo
o T4 N1 (Mo
Estadio IlIB
[Qualquer T|[N2, N3 |[Mo0]
IEstédio v ||Qua|quer THQuanuer N||M1 |

Fonte: Instituto Nacional de Cancer (INCA). Referéncia original AJJC modificada. Tipos de cancer no

Brasil. Disponivel em http://www1.inca.gov.br/tratamento/tnm/exibe.asp?ID=2
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Atualmente, a combinacao de quimioterapia sistémica a radioterapia local é
considerada o tratamento padrao para o carcinoma epidermoide de canal anal. Tal
terapia foi descrita pela primeira vez por Nigro e colaboradores,”> em um estudo
cujos pacientes foram tratados com radioterapia associada ao uso de 5-fluoracil e
mitomicina-C, apresentando resposta clinica completa em 86% dos casos. O
tratamento cirurgico € hoje reservado para tumores superficiais e bem diferenciados.
A amputagdo abdominoperineal de reto € utilizada como cirurgia de resgate em caso
de falha do tratamento combinado ou em recidivas tumorais apés uma resposta
inicial. No entanto, apesar de estudos subsequentes terem confirmado a
superioridade da terapia combinada, evidenciou-se uma heterogeneidade de
resposta aos quimioterapicos e a dose de radiagéo aplicada, sugerindo um espectro

amplo de sensibilidade dos tumores ao tratamento.’”'®

Recente revisdo da literatura analisou os estudos que avaliaram potenciais
biomarcadores no cancer de canal anal como fatores preditivos de resposta
favoravel & terapia quimioradioterapica.'® Foram catalogados 68 artigos e, na analise
final, uma vez aplicados critérios de inclusdo/excluséo de estudos, foram revisados
21 estudos. Um total de 29 biomarcadores foram documentados nas pesquisas,
pertencentes a 9 classes funcionais diferentes, tais como marcadores de supressao
tumoral, proliferagdo e invasdo, reguladores de apoptose, marcadores tumorais e
receptores de fator de crescimento. Somente 13 biomarcadores apresentaram
associagdo com a evolugdo clinica em pelo menos um estudo. Os genes de
supressao tumoral, p53 e p 21, foram os Unicos marcadores que demonstraram ter

valor prognostico em mais de um estudo. A presenca do EGFR (receptor do fator de
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crescimento epidérmico) em amostras tumorais de cancer de canal anal foi
abordada em cinco estudos diferentes e, apesar das taxas de expressao variarem
entre 55 a 100%, ndo teve correlagdo com progndstico ou resposta a terapia.’® Tais
estudos sugerem que, apesar do conjunto de biomarcadores documentados,
nenhum pode ser considerado fator preditivo de resposta a terapia combinada neste
momento. Neste contexto, fica clara a necessidade de estudos clinico-laboratoriais

para a identificacdo de novos biomarcadores no cancer de canal anal.
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Peptideo Liberador de Gastrina — GRP

O peptideo liberador de gastrina (GRP) foi identificado como fator de
crescimento no cancer. Tais fatores desempenham papel importante na proliferagao
e progressdao de células neoplasicas, estando envolvidos na invasao local,

angiogénese, metastases & distancia e apoptose.”®

O GRP é um peptideo de 27 aminoacidos que foi identificado originalmente
no estbmago de porcos. Apresenta uma sequéncia de 7 aminoacidos terminais
COOH semelhantes a bombesina (Figura 2), o que determina efeitos fisioldgicos

similares entre os dois peptideos.?®?’

A bombesina (Figura 3) é um
tetradecapeptideo que foi isolada a partir da pele de sapo do género Bombina
bombina.® Diversos peptideos semelhantes @ bombesina (BLPs) foram identificados
nos mamiferos, como o GRP e a neuromedina B (NMB).?* O principal BLP foi

denominado peptideo liberador da gastrina, em virtude da agdo de estimular a

secrecdo de gastrina a partir das células G do antro gastrico.?
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GRP
Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,
Bombesin
pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,
NMB
Gly-Asn-Leu-Trp-Ala-Thr-Gly-His-Phe-Met-NH,

Figura 2: Sequéncias de aminoacidos contidos na Bombesina, GRP e NMB.

Aminoacidos marcados em negrito séo idénticos

Fonte: Patel O, Shulkes A, Baldwin GS. Gastrin-releasing peptide and cancer. Biochim Biophys Acta.
v. 1766; p.23-41, 2006

Peptideos gastrointestinais como BLPs, gastrina, colecistoquinina (CCK) e a
neurotensina sdo um grupo estruturalmente diverso de mensageiros moleculares
que atuam em uma rica rede de troca intracelular de informagdes em todo
organismo. Sao produzidos por células neurais ou enddcrinas que atingem seus
propésitos como neurotransmissores reguladores paracrinos ou hormdnios

sistémicos.?®

Identificaram-se trés subtipos de receptores para a familia dos BLPs em
mamiferos: o receptor preferencial do GRP — GRPR, o receptor de neuromedina B —
NMBR, e o receptor 6rfao da bombesina 3 — BB3R .Esses receptores podem ser

distinguidos por meio de sua afinidade pelos agonistas e antagonistas do GRP.?*?°

Os receptores de GRP pertencem ao grupo de receptores acoplados a
proteina G, uma molécula de superficie celular que contribuiu com mais de 2 % dos

genes codificados pelo genoma humano.?” O receptor preferencial do GRP, o GRPR,

20



que € expresso em uma variedade de células tumorais, tem distribuigao limitada em
tecido normal e tem alta afinidade por bombesina e GRP.?* # A ligagdo de um
agonista ao GRPR leva a ativagado da fosfolipase C e aumento das concentragdes
de inositol trifosfato, diacilglicerol e calcio (Figura 4).*° Ele ativa multiplos sinais na
cascata de sinalizagdo celular, resultando em migracdo, proliferacdo e

crescimento.?>?

O GRPR é encontrado no trato gastrointestinal, do esdfago ao reto,
influenciando a secrecdo de peptideos hormonais entéricos e secrecdo exdcrina
pancreatica e gastrica. Apresenta implicagbes no ritmo circadiano e termo-
regulatorio, no peristaltismo intestinal e na sensagao de saciedade. Diversas linhas
de estudo tém evidenciado que o GRP e o seu receptor preferencial desempenham
um papel nas vias da memdria, desordens psiquiatricas e neuroldgicas.?*3%3334
Estudos pré-clinicos evidenciam que o GRP possui importante fungdo imuno
moduladora e inflamatéria, regulando a atracdo quimica de macréofagos e linfécitos,

além de estimulo celular, mediando a citotoxicidade e ativagao das células natural

kl”er 35,36,37
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Figura 3: Estrutura bombesina.

Fonte: Online Database of Chemicals. Disponivel em http://www.chemblink.com

Bombesin/GRP signaling

e e \
TROKD
Actin stress
fibers \ S
1 Arachidonic acid
S release
Focal adhesion |«
assembl T S
Yoo [T cox
- ; Y
_ PGE,
TY"Q{ Paxillin ( ,lr
Cas ]
" nie ! cAMP
Cell migration 4———// \ y v

Cah
Extracellular {

» S transition

—— ,,,,,,,,,,“
Intracellular "

1Py

Ca2+
mobilization

Ca2+
efflux

Figura 4: Vias de sinalizagdo intracelulares ativadas pela bombesina/GRP receptor
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GRPR e Cancer

O GRP e seu receptor tém sido amplamente estudados como fator de
crescimento tumoral em diversos tipos de cancer. Um numero cada vez maior de
evidéncias tem demonstrado seu comportamento mitogénico, morfogénico e
proangiogénico com implicagdes na progressdao e disseminagao tumoral.”®
Receptores GRPR sdo anormalmente expressados em carcinomas humanos em

comparacdo com o tecido normal.*®

O primeiro estudo em neoplasias de pulmao
demonstrou que o bloqueio do GRP com anticorpos dirigidos ao seu receptor, inibe o

crescimento do cancer in vitro e in vivo.>®

O mecanismo pelo qual o peptideo exerce seu papel oncogénico, no entanto,
nao esta totalmente esclarecido. Sabe-se que, apds a ligacdo ao seu receptor,
multiplas vias de sinalizagao celular sdo deflagradas, tais como proteina quinase C,
fosforilagao de tirosina quinase de adesao focal e mobilizagado de calcio, levando ao

crescimento e proliferacéo celular.”*°

A exteriorizagcdo de receptores de fatores de crescimento na superficie da
célula maligna confere maior agressividade biolégica as neoplasias, promovendo
proliferagdo celular, invasédo local, metastatizagdo, angiogenese e diminuigdo da

apoptose. Estes parametros vém sendo investigados nos estudos com GRPRs.

A expressdao de GRPR foi investigada em varios tipos de neoplasias

humanas. Diversas linhas de pesquisa tém avaliado a participagdo do GRP/GRPR

41,42 38,44 5
)

em diferentes tumores humanos, tais como mama, ovario,*® rim esofago,*
A 46 A 47,48 sy 49
estbmago,”™ pancreas, tumor carcindide™ (tabela 3). Em alguns, a taxa de

expressado dos receptores chega a 100% das células tumorais.®*>°
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Tabela 3: Expressao de GRP em tecidos neoplasicos humanos.

Tipo de tumor

Numero de casos avaliados

Numero de casos positivos

Préstata

Gastrinoma

Mama

Ovario

Pancreas

Coélon

Renal

Pulméao

Cabeca e pescoco

Neuroblastoma

Uterino

12

30

80

5

100

71

57

22

12

26

29

21

29

50

16

18

25

9

33

29

12

30

50

5

33

44

41

17

27

38

25

3

24

11

100

100

63

100

33

62

72

77

17

24

93

76

100

35

72

29

33

100

33

73

38

Fonte : Adaptado de Sun B, Halmos G, Schally AV, et al. Presence of receptors for bombesin/gastrin-
releasing peptide and mRNA for three receptor subtypes in human prostate cancer. Prostate, v.42(4),

p.295-303, 2000.
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A correlacdo do aumento da expressdo do GRPR durante a transformacéao
neoplasica foi investigada no carcinoma epiderméide de eséfago e em epitélio
brénquico, como fator de risco para desenvolvimento de cancer em ndo fumantes.”®
Fang e colaboradores 4> demonstraram, por meio da técnica de hibridizac&o in situ,
expressdo de GRPR em 70% dos carcinomas de es6fago, 71% das displasias, 43%
das hiperplasias e em somente 18% do epitélio normal. Desta forma, foi
caracterizado o aumento progressivo de expressao a partir do tecido normal até a

neoplasia invasora.

A correspondéncia entre prognostico e expressdo do complexo GRP/GRPR
foi analisada na neoplasia de prostata e tumores colorretais. Constantinides e
c:olegas52 correlacionaram a presenga do GRP no carcinoma de prostata com a
resposta clinica dos pacientes, encontrando uma associagao positiva entre a
expressao imunoistoquimica com os estagios avangados e a recorréncia tumoral.
Pacientes com uma alta expressao de GRP estao sob risco aumentado de recidiva e
progressao da doenga. Em estudo subsequente, foi demonstrada a superexpressao

do GRPR em carcinomas de préstata invasivos e na primeira fase de transformagao

neoplasica do tecido prostatico.”® Contraditoriamente, Rivera *° e Carrol ®° nao

estabeleceram correlagao entre o aumento da expressao do peptideo e seu receptor
com sobrevida, tempo de recorréncia da doenca e diferenciacdo tumoral nos
tumores colorretais. Sugerindo inclusive, que a presenga deles ndo esteja
relacionada como fator do crescimento tumoral. Entretanto alguns autores
demonstraram que amostras de cancer colorretal apresentam expressao mais

54,60

intensa de GRPR que a mucosa normal adjacente e verificaram taxas de

expressao significativamente maiores em tumores indiferenciados e com invaséo
angiolinfatica.>®°

25



Os tumores femininos também tém sido amplamente abordados. Na
neoplasia de mama, através da técnica de radiografia com radioligante, foi
encontrada elevada porcentagem de tecido mamario neoplasico com expressao de
GRPR positiva. As metastases linfonodais axilares dos tumores que apresentavam
receptores de GRP foram 100% positivas enquanto o tecido linforeticular adjacente

foi negativo.”’

Sun e colaboradores estudaram a expressdao dos subtipos de
receptores GRP/Bombesina em espécimes de neoplasia de ovario, identificando
menor presenga de GRPR em tumores pobremente diferenciados e maior numero

de receptores da bombesina subtipo 3 em tumores em estagio A&

Cornelio e colegas

conduziram importante estudo no carcinoma de colo
uterino. Por meio de imunoistoquimica, foi demonstrada diferenca de distribuicdo da
presenca do GRPR nas lesbes invasivas e pré-invasivas do cancer cervical. O
GRPR foi detectado em 99% dos espécimes tumorais, a maioria exibindo coloracéo

moderada a forte. O receptor raramente foi detectado na endocérvice, enquanto na

ectocervice foi expresso somente nas areas adjacentes as lesées neoplasicas.

Em outro estudo mais recente, 0 mesmo grupo avaliou o potencial diagndstico
da imunocitoquimica do GRPR na deteccdo das displasias cervicais e cancer
invasor. Inicialmente, esfregacos cervicais foram coletados de 66 mulheres para
avaliagao citopatologica, exame de Papanicolau, e analise de expresséao do GRPR
pela técnica de imunocitoquimica. Imunoistoquimica para o GRPR complementar foi
realizada em tecidos quando anormalidades eram detectadas nos exames iniciais. A
imunocoloragao do GRPR apresentou sensibilidade de 87,5% na deteccéo de lesbes
cervicais e especificidade de 76,7%. Também foi evidenciada acuracia de 80% na

identificacdo de ASCUS (células escamosas atipicas de significado incerto), com
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88% de sensibilidade e 71% de especificidade. A efetividade da imunocoloragdo em
detectar lesdes cervicais foi 10% maior que o exame Papanicolau, com um ganho de
11,1% na especificidade.®? Segundo os autores, tais resultados fornecem uma base
molecular sélida para a exploragdo de GRPR como um alvo diagndstico e

terapéutico nas neoplasias cervicais.

Neste contexto, a identificacdo dos receptores GRPR por estudo de imagem
pode ser uma ferramenta potencialmente util como método de deteccédo de tumores
e metastases.®*® Do ponto de vista terapéutico, os agonistas podem ser

66,67

carreadores de drogas citotdxicas e, ligados a emissores beta, coadjuvantes no

68,69

tratamento radioterapico, enquanto os antagonistas poderiam inibir o

crescimento tumoral por meio do bloqueio dos receptores.

O antagonista do GRPR tem sido desenvolvido como um composto
anticancer, exibindo expressiva atividade antitumoral in vitro e in vivo em tumores
murinos e humanos.’”*>%"" A inibicdo de GRPR demonstrou -se interferir com
outras sinalizacdes de fatores de crescimento relevantes como EGF e VEGF,*#872
atenuacdo da expressdo de oncogenes,”” e proteina quinases .”* RC-3095 e RC-
3940-11 sdo exemplos de antagonistas do GRP testados em estudos, tais como

linhagens celulares de mama,’ préstata "® e colén.”

O RC-3095 é um antagonista sintético que tem demonstrado um importante
efeito na patogénese do processo inflamatério em modelos animais de sepse, artrite

e modelo experimental de doenca inflamatdria intestinal.”®°

Em nossa instituigcao, foi conduzido um estudo de fase | com RC-3095 para

determinar a seguranga e a viabilidade da administracdo subcutanea em 25
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pacientes com varios tipos de neoplasias soélidas avancadas e refratarias a
quimioterapia. O antagonista mostrou ter perfil de toxicidade favoravel. As doses
foram administradas uma vez ou duas vezes por dia, variando de 8 a 96 ug/kg. O
unico efeito de toxicidade observado foi apenas desconforto local na regido de
injecdo em doses mais altas. Nao foi verificada resposta tumoral, entretanto a dose

méaxima da medicagao n&o foi atingida.®’
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JUSTIFICATIVA

O carcinoma epidermoide de canal anal apresenta taxas relativamente altas
de recorréncia e nao resposta ao tratamento inicial. O estudo de novos
biomarcadores como opgéao terapéutica em cancer pode gerar novas perspectivas
no tratamento dessas doencas. O GRPR tem se mostrado um alvo promissor tanto
na terapia quanto no diagndstico do cancer. Nao existem dados conhecidos quanto
a expressdo de GRPR no carcinoma epidermdide anal. No entanto, achados
significativos quanto a expressdo de GRPR em cancer de colo uterino, cuja etiologia
€ andloga a do canal anal, sugerem que este peptideo possa ser importante no

desenvolvimento da neoplasia anal.

A revisao na literatura da expressdo do GRPR em tumores humanos mostrou
que a analise do receptor pode ser realizada através de diferentes técnicas.
Optamos pela realizacdo da imunoistoquimica por tratar-se de um método simples e

acessivel e que faz parte da rotina da maioria dos servigos de patologia.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal

Investigar a expressdo de GRPR em tecidos tumorais de carcinoma

epidermdide de canal anal.

Objetivo Secundario

Verificar se existe diferenga significativa na expressao entre tecidos malignos

e nao malignos no canal anal.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Estudo transversal controlado.

Populacgao estudada

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de carcinoma
epidermdide de canal anal provenientes do Servigo de Coloproctologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre entre 2002 a 2012. Como controles, foram avaliados
espécimes cirurgicos de hemorroidectomias realizadas em pacientes do mesmo
servico. Nao foram incluidas no estudo amostras de pacientes HIV positivo. Do
grupo controle foram excluidos espécimes de hemorrdidas em que nado se
identificava a zona de transicdo do canal anal. O estudo foi aprovado pelo Comité

Etica em Pesquisa do HCPA.

Imunoistoquimica

A amostra mais representativa de cada caso foi selecionada por um
patologista e submetida a técnica de coloragdo imunoistoquimica. A analise da
expressdo do GRPR foi feita utilizando-se um anticorpo anti-GRPR policlonal de
coelho (n° de catalogo ab39883, Abcam - Cambridge, MA USA) na diluicdo 1:400.
Nos blocos de parafina, foram realizados cortes de 4 micra de espessura, que foram
desparafinizados em estufa e reidratados em alcool. Foi procedida a recuperagéo

antigénica em forno de microondas, a inativagcdo da peroxidase enddgena pela
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imersdo em peroxido de hidrogénio e o bloqueio das reagdes inespecificas com soro
normal. O anticorpo primario diluido em solugao (1:50) foi encubado por 12 horas, a
4° C, seguido da aplicagdo do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB,
Dako) e revelagédo com diaminobenzidina tetrahidroclorido (Kit DAB, Dako). Um corte
de carcinoma de pancreas foi utilizado como controle positivo e, para controle

negativo foi omitida a utilizagéo do anticorpo primario.

Analise dos padroes de coloragao

A andlise da expressdao do GRPR foi avaliada semi-quantitativamente
conforme intensidade e distribuicdo, de forma similar a classificagao preconizada por
Scott e colaboradores *° : para intensidade 0: sem coloragdo; 1: fraca intensidade e
2: forte intensidade; para distribui¢cao, focal: 1 (menos de 10 % das células coradas)
e difuso: 2 (mais de 10 % das células coradas). As variaveis foram agrupadas de
acordo com a soma da intensidade e da distribuicdo, formando quatro categorias
(fraco e difuso, fraco e focal, forte e difuso, forte e focal) e conforme o escore total.
Os espécimes foram classificados da seguinte maneira: fracamente positivas
quando a soma dos padrdoes de distribuicdo e intensidade eram iguais a 2 e
fortemente positivas, quando a soma atingia valores iguais ou maiores de trés.
Quando mais de um padrdo de expressdao estava presente na amostra era

considerado aquele mais prevalente.
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Analise estatistica

A analise entre a expressdo do GRPR em tecidos neoplasicos e mucosa
hemorroidaria foi realizada usando SPSS 18.0. A associacdo entre a expressao do
GRPR no tumor e do tecido hemorroidario foi realizada usando o teste estatistico
qui-quadrado (com corregao de continuidade de Yates quando indicada) ou o teste
exato de Fisher. O teste t de Student foi aplicado para avaliar a significancia da
diferengca entre as médias de idade. O teste Mann-Whitney foi utilizado para

comparar a distribuicdo da pontuagéo coloracao. O nivel de significancia foi de 5%.
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ABSTRACT

Gastrin-releasing peptide (GRP) is a neuroendocrine peptide that demonstrated
important growth-stimulatory effects in various types of cancer. High expression of
GRP receptors have been found in different malignancies, and studies exploring the
therapeutic use of GRP receptor (GRPR) antagonists have presented promising
results. Our aim was to determine the GRPR expression in epidermoid carcinoma of
the anal canal and discuss its potential clinical aplications. We performed
immunohistochemistry for GRPR on formalin—fixed, paraffin-embedded tumor
samples obtained from 35 patients with anal cancer. As a control group, we analyzed
24 samples of non-malignant anal tissues (hemorrhoidectomy specimens). GRPR
expression was evaluated using a semi-quantitative approach according to intensity
and distribution of staining. All analyzed tissues, except one control sample, showed
positive GRPR immunoexpression. GRPR was strongly expressed in 54% of cancer
specimens as compared with only 12% of the control specimens (P < 0.003). In
tumors, the receptor demonstrated a diffuse and homogeneous pattern of distribution
within the specimens. In contrast, control specimens showed a focal pattern of
staining restricted to the basal half of epithelium. In conclusion, we showed that
GRPR is highly expressed in epidermoid carcinoma of the anal canal, suggesting this
receptor might have a role in anal carcinogenesis. Our results provide a basis for
exploiting GRPR as a target for diagnostic and therapeutic purposes in anal

carcinoma.

Keywords: gastrin releasing receptor; anal canal; epidermoid carcinoma; bombesin;

immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Anal cancer is a relatively uncommon malignancy, with an estimated 6230 new cases
and 780 deaths in the United States in 2012." Globally, annual incidence rates of
invasive anal cancer range from 0.1 to 2.8 cases per 100 000 among men and 0.0-
2.2 cases per 100 000 among women 2. Epidermoid carcinoma is the most common
type of cancer, representing 80-85% of the malignant tumors of the anal canal.?*
This includes squamous cell carcinoma and its variants (cloacogenic, basaloid and
transitional carcinomas). Keratinizing and nonkeratinizing histology may be seen,

depending on the origin of the tumor in relation to the transition zone, but their

treatment and outcome are similar. ®

Although many risk factors for the development of anal cancer have been identified,
such as the practice of receptive anal intercourse and immunodeficiency, the
molecular mechanisms related to anal carcinogenesis remain unclear. It has been
demonstrated, however, that anal cancer has several etiological similarities with
invasive cervical cancer. Both tumors have well-documented precursors
(intraepithelial neoplasia) and both have been causally linked to high-risk human
papillomavirus (HPV) infection.®® According to a recent review, HPV is detected in
71% of invasive anal cancers, with approximately 72% of the HPV-positive cases
being associated with HPV 16 and/or 18 infection. This estimate of HPV 16 and 18
prevalence is equivalent to that found in invasive cervical cancer.®'® Thus, potential
biomarkers involved in cervical carcinogenesis may also be important in development

of the anal cancer.
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A recent study evaluated the gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) in
specimens of cervical cancer. Using immunohistochemistry, it was demonstrated a
high expression of GRPR in cancer specimens, suggesting this receptor may play a
role in cervical carcinogenesis.” GRP is a neuroendocrine peptide that belongs to a
bombesin like peptide (BLP) family on mammalian. Several lines of experimental
evidence have suggested that GRP may act as a growth factor in different types of
cancer.'”™ For that reason, GRP-preferring receptor antagonists have been
developed as anticancer candidate compounds, exhibiting impressive antitumor
activity both in vitro and in vivo in various tumors. Notably, the inhibition of GRPR
was demonstrated to interfere with relevant growth factor pathways such as the EGF-

and VEGF-dependent signaling pathways.">'®

GRPR overexpression has been demonstrated in a wide variety of cancers, including

15,17 9 20-22
t,

breas , ovary,”® lung," colon,?®# and esophageal carcinoma.? Despite the
promising results seen in cervical cancer, no studies have evaluated the GRPR
expression in anal cancer to this date. The aim of the present study was to examine
whether GRPR is expressed in squamous cell carcinomas of the anal canal and to
verify if there is a significant difference in its expression between malignant and non-

malignant anal tissues.
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MATERIALS AND METHODS

Cases and Controls

Thirty-five patients with histological confirmed primary epidermoid carcinoma of the
anal canal (25 female and 10 males, mean age 56.0 years, range 40-80 years) were
enrolled in the study. As a non-malignant control group, we studied 24 patients
submitted to conventional hemorrhoidectomy (12 male and 12 female, mean age 50,
8 years, 35-65 years). There were no significant differences between cases and

controls regarding age and gender (p=0,111 and p=0,163, respectively).

All patients and controls were treated at Division of Coloproctology, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, between 2002 and 2012. The study was approved by our

Institutional Research Ethics Committee.

Immunohistochemistry

All 35 archival anal cancer specimens were retrieved from paraffin blocks containing
biopsies with epidermoid carcinoma, which were obtained for diagnostic purposes
before the patients had been submitted to radiotherapy. The hemorrhoidectomy
specimens were selected for the analysis if they contained normal transition zone,

where the pathologist assessed the immunohistochemical reaction.

The GRPR expression analysis was performed using a rabbit anti-GRPR polyclonal
antibody (ab39883, Abcam - Cambridge, MA, USA) as primary antibody. The
immunohistochemical methods have been described previously.” In brief, the blocks

were cut into 4-um-thick sections and mounted on microscope slides. After
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dewaxing, inactivating endogenous peroxidase activity and blocking cross-reaction
with normal serum, 4 um sections were incubated overnight at 4° C with a diluted
solution of the primary antibody (1:400). Identification of primary antibody location
was achieved by subsequent application of biotinylated antibody, streptavidin
horseradish peroxidase conjugate (LSAB, Dako) and diaminobenzidine
tetrahydrochloride/H202 (kit DAB, Dako Staining). A known pancreatic cancer was
used as positive control and the negative control was obtained by omitting the

primary antibody.

Assessment of staining patterns

In the immunohistochemical analysis, positive cytoplasmic or nuclear staining
reactions appeared as brown spots. Immunohistochemical staining was evaluated
using a semi-quantitative approach according to intensity and distribution. For data
presentation, a similar classification to that of Scott et al.** was used: 0 = no staining;
1 = weak staining; 2 = strong staining; 1= focal pattern distribution of staining (< 10%
of cells stained); 2 = diffuse pattern of cell staining (>10% of cells stained).
Specimens showing tumor areas with different staining intensities were scored
according to the most prevalent intensity. Variables were grouped according to
intensity and distribution, forming 4 categories (weak diffuse, weak focal, strong
diffuse, strong focal). A specimen was also classified as weak positive when its
intensity plus distribution scores were 2 or as strong positive when its intensity and

distribution scores were 3 or 4.
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Statistical analysis

Analysis between GRPR expression in neoplastic tissues and hemorrhoidal mucosa
was performed using SPSS 18.0. Association between GRPR expression in tumor
and hemorrhoid was assessed using the chi-square test (with Yates continuity
correction whenever indicated) or the Fisher exact test. The t-student test was used
to assess the significance of the difference between the mean ages. The Mann-
Whitney test was used for comparison of the staining score distribution. P < 0.05 was

considered statistically significant.
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RESULTS

All analyzed tissues, except one hemorrhoid case, showed positive GRPR

immunoexpression, appearing as cytoplasmic staining. GRPR was more expressed

in anal carcinomas than in hemorrhoids, with the mean scores of 3.45 and 2.04,

respectively (p < 0.001).

In table 1, we show the results of GRPR expression according to its distribution

within the tissues. In tumors, the receptor demonstrated mostly a diffuse pattern with

a homogeneous distribution within the specimens. In contrast, hemorrhoid specimens

showed a focal pattern of staining, particularly restricted to the basal half of

epithelium (Figure 1). Table 2 displays the results of GRPR expression according to

intensity of staining.

Table 1. GRPR distribution within tissues

GRPR expression
Neg. Focal Diffuse
Hemorrhoids 1(4.2%) 23 (95.8%) 0 (0%)
Anal carcinomas 0 (0%) 3 (8.6%) 32 (91.4%)

P<0.001
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Figure1. Typical GRPR immunoexpression in a cancer specimen (A) and in a

hemorrhoid specimen (B). 200x

Table 2. GRPR expression according to staining intensity
Expression intensity

Neg.  Strongstaining  Weak staining

Hemorrhoids 1(4,2%) 3(12,5%) 20 (83,3%)

Anal carcinomas 0 (0%) 19 (54,3%) 16 (45,7%)

P=0.003 Neg=Negative

A significant difference in the general pattern of GRPR expression between cancers
and controls was demonstrated: strong and diffuse in anal cancers and weak and
focal in hemorrhoids (Figure 2). Only 2 of the 35 tumors (6%) were weakly positive as
compared with 20 of 24 (87%) of the hemorrhoid cases. No significant differences in
GRPR expression were seen among the different histological variants of epidermoid

tumor (cloacogenic, basaloid, well or poorly-differentiated carcinomas).
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Figure 2. General GRPR patterns of expression.
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DISCUSSION

Since 1974, when Nigro introduced his protocol of treatment, chemo-radiotherapy
has replaced abdominoperineal resection as the standard of care for epidermoid
carcinoma of the anal canal.’>®® This treatment achieves higher rates of survival along
with sphincter preservation, sparing most patients the morbidity of a permanent
stoma. Surgery is currently reserved for patients with unresponsive or relapsing
tumors after multimodality therapy.>?® Despite the success of chemoradiotherapy,
significant side effects can been expected and there is heterogeneity in treatment
response between patients, suggesting that new options of diagnosis and treatment

should be explored.

GRP is the mammalian homologue of bombesin, a tetradecapeptide originally
isolated from frog skin. GRP and bombesin share a highly conserved amino-acid
sequence, which is responsible for their similar immunogenicity and binding receptor
(GRPR), consequently performing identical physiologic functions. GRPR, found in the
gut (from esophagus to rectum), influences secretion of enteric peptide hormones
and pancreatic exocrine secretions and regulates gut motility. The GRP/GRPR
complex can also play a role in pathways of memory, psychiatric and neurologic
disorders.'*?%2"% Preclinical studies have shown that GRP possesses important
immune-regulatory functions, such as chemo-atraction of macrophages and

lymphocytes, and stimulation of cell mediated cytotoxicity and natural killer activity. %

GRPR has also been studied as a potential target for both cancer diagnosis and

treatment. Several studies have suggested that GRP may play a role in development
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of different types of cancer, such as prostate, breast, ovary, lung, head and neck,
gastric, colon, esophageal and renal cancers."? Recent data indicate that GRP
also has paracrine and endocrine effects and functions as a morphogen and a
proangiogenic agent. Inhibition of GRPR was demonstrated to interfere with relevant
growth factor pathways such as the epidermal growth factor- and vascular

endothelial growth factor-dependent signaling pathways.'® '*

One particularly important study was conducted by Cornelio et al."

Using
immunohistochemistry for GRPR, the authors evaluated whether cervical carcinomas
and adjacent tissues express the GRPR and whether there is a significant difference
in its distribution among preinvasive and invasive cervical cancers. GRPR was
detected in 99% of tumor specimens, mostly exhibiting a diffuse strong staining. The
receptors were seldom detected in the endocervices, while ectocervices expressed
GRPR only when adjacent to neoplastic lesions. Their data provided a molecular

basis for exploiting GRPR as a target for diagnostic and therapeutic purposes in

cervical neoplasms.

In @ more recent study, the same research group evaluated the diagnostic potential
of GRPR immunocytochemistry in detecting cervical dysplasia and invasive cancer.
Cervical smears were collected from 66 women in Brazil and subjected to GRPR
immunocytochemistry and the Pap testt GRPR immunohistochemistry was
performed in biopsies if abnormalities were detected. GRPR immunostaining
sensitivity in detecting cervical lesions was 87.5% and its specificity was 76.7%.
GRPR immunostaining showed 80% accuracy in identifying atypical squamous cells

of undetermined significance (ASCUS), with 88% sensitivity and 71% specificity. The
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ability of GRPR immunostaining to detect cervical lesions was 10.1% higher than that

of the Pap test, with a gain of 11.1% in specificity.

Cervical and anal carcinomas have several etiological similarities. In a mechanism
that is identical to cervical intraepithelial neoplasia, high-risk HPVs cause anal
intraepithelial neoplasia that progresses from low-grade to high-grade dysplasia and
ultimately to invasive cancer, providing a basis for early diagnosis and intervention.
Based on the impressive results obtained in patients with cervical cancer, we decided

to study the GRPR in anal cancer.

To the best of our knowledge, this is the first study to investigate the GRPR
expression in carcinoma of the anal canal. We were able to demonstrate a stronger
and more diffuse GRPR expression in tumors compared with non-malignant control
samples. Because most carcinomas of the anal canal arise from transition zone,
close to the dentate line, only hemorrhoidectomy specimens that included transitional
epithelium were selected for the analysis. Because different types of epithelium are
found in the anal canal, the control group had the immunohistochemical staining

assessed only in those areas in which the transition zone could be identified.

Our series are in line with studies that found a high GRPR expression in epidermoid
carcinomas arising from other anatomical sites.?>>' About 54% of our cancer
specimens showed a strong level of GRPR expression, as compared with only 12%
of the control specimens. These results suggest that GRPR might be involved in the
process of anal carcinogenesis. Although somewhat limited by sample size, our

findings also suggest that patients with epidermoid carcinoma of the anal canal might
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be potential candidates to be considered for inclusion in future clinical trials with
GRPR antagonists. RC-3095 is an example of a synthetic GRPR antagonist, which
exhibited a favorable toxicity profile and important anti-tumor activity in preclinical
models.™ In our institution, a phase | trial with RC-3095 was conducted in patients

with advanced malignancies, confirming its favorable toxicity profile.*

At this moment, it is not clear if the GRPR expression in anal cancer might influence
tumor outcome or response to treatment. Despite its relatively low incidence,
carcinoma of the anal canal is an aggressive disease when non-responsive to initial
treatment, presenting high morbimortality. Our findings suggest that GRP analogues
and GRPR antagonists should be considered potential therapeutic targets in future
clinical studies evaluating patients with this type of cancer. It should be pointed out,
however, that our data need to be substantiated with additional studies involving a

larger number of patients. Further studies on this subject are warranted.
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RESUMO

O Peptideo Liberador de Gastrina € um peptideo neuroenddcrino que tem
importante atividade como fator de crescimento em diferentes tipos de canceres. A
expressdo aumentada do GRP tem sido documentada em varias neoplasias, e
estudos sobre uso terapéutico do bloqueio dos receptores do GRP (GRPR) tém
apresentado resultados promissores. Nosso objetivo foi determinar a expressao do
GRPR no carcinoma epiderméide de canal anal e discutir suas potenciais aplicacdes
clinicas. Foi realizada analise imunoistoquimica em blocos de parafina com
amostras tumorais de 35 pacientes com cancer anal. Como grupo controle néo
maligno, analisamos 24 amostras de tecidos anais (anatomopatolégicos de
hemorroidectomias). A expressao do GRPR foi avaliada utilizando uma abordagem
semi-quantitativa de acordo com a intensidade e distribuicido da coloragdo. Todos os
tecidos analisados, com excecdo de uma amostra controle, apresentaram
imunoexpressao positiva do GRPR. O GRPR teve forte expressdo em 54% das
amostras tumorais e em somente 12% das amostras do grupo controle (P < 0.003).
Nos tumores, o receptor demonstrou um padrao de distribuigdo difuso e homogéneo
Em contraste, as amostras do grupo controle apresentaram um padrao de coloragao
focal restrito a metade mais profunda da camada basal do epitélio. Em conclusao,
demonstramos que o GRPR é altamente expresso no carcinoma epidermdide do
canal anal, o que sugere que este receptor possa desempenhar um papel na
carcinogénese anal. Nossos resultados fornecem uma base para a exploragdo do

receptor de gastrina como um alvo diagndstico e terapéutico no carcinoma anal.

Palavras chave: peptideo liberador de gastrina, bombesina, cancer anal,

epidermdide, imunoistoquimica.
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INTRODUCAO

O cancer de canal anal € uma neoplasia maligna relativamente rara,
estimando-se 6230 novos casos e 780 mortes nos Estados Unidos em 2012. '
Globalmente, a incidéncia anual para o cancer invasivo varia de 0,1 a 2,8 casos por
100.000 em homens e 0,0 a 2,2 casos por 100,000 mulheres.?> O carcinoma
epidermdide € o tipo histolégico mais comum, representando 80-85% dos casos de
tumores malignos no canal anal, o que inclui o carcinoma escamoso e suas
variagdes (basaldide, cloacogénico e carcinoma de células transicionais). **
Varinates histolégicas com ou sem queratinizagdo podem ocorrer, dependendo da

origem do tumor em relagdo a zona de transi¢ao, porém o comportamento biolégico

e tratamento destas neoplasias s3o semelhantes. °

Apesar de muitos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de canal
anal terem sido identificados, como a pratica de intercurso anal receptivo e
imunodeficiéncias, os mecanismos moleculares relacionados a carcinogénese anal
permanecem desconhecidos. Foi demonstrado, entretanto, que o cancer anal tem
diversas caracteristicas etiolégicas similares ao cancer cervical invasivo. Ambos os
tumores tem a neoplasia intraepitelial como precursora e apresentam a infecgao pelo
HPV como fator etiologico.®® De acordo com uma recente revisdo, o HPV é
detectado em 71% dos canceres anais invasivos, sendo 72% dos casos HPV
positivos associados a infeccao pelo HPV 16 ou 18. Esta estimativa € semelhante ha
encontrada no cancer cervical. ' Desta forma, os biomarcadores potencialmente
envolvidos na carcinogénese de cérvix podem também ser importante no cancer

anal.
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Um estudo recente avaliou o receptor liberador de gastrina (GRPR) em
espécimes de cancer cervical uterino. Usando imunoistoquimica, foi demonstrada
elevada expressao do GRPR nas amostras neoplasicas, sugerindo que o receptor
tenha um papel na carcinogénese de cérvix de colo de Gtero. "' O GRP é um
peptideo neuroendécrino que pertence a familia de peptideos semelhantes a
bombesina (BLP) nos mamiferos. Diversas linhas de evidéncia experimental tém
sugerido que o GRP atua como um fator de crescimento em diversos tipos de
cancer. "> Por esta razao, antagonistas do receptor de GRP preferencial, t&ém sido
desenvolvidos como candidatos em composto anticancer, exibindo expressiva
atividade antitumoral tanto em vitro quanto in vivo. Notavelmente, foi demonstrado
que a inibicdo do GRPR interfere na atividade de fatores de crescimento como EGF

e VEGF, '°16

A superexpressdo do GRPR tem sido demonstrada numa gama de tumores,

15,17 1 1 20-22 23

incluindo mama, ovario, ® pulmao, ' célon, e carcinoma de esoéfago.
Apesar dos resultados promissores no cancer cervical, nenhum estudo avaliou a
expressdo do GRPR em cancer de canal anal até o presente momento. O objetivo
deste estudo foi, portanto, examinar se ha expressdo do GRPR no carcinoma
escamoso de canal anal. Buscamos também verificar se existe diferenga na
expressado de GPRR entre amostras de cancer anal e tecidos ndo malignos do canal

anal.
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MATERIAIS E METODOS

Casos e Controles

Foram incluidos no estudo pacientes com diagnéstico de carcinoma
epidermdide de canal anal provenientes do Servigo de Coloproctologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre entre 2002 a 2012. Como controles, foram avaliados
anatomopatolégicos de hemorroidectomias do mesmo servico. Amostras de
pacientes HIV positivo e espécimes de hemorrdidas sem a zona de transicdo do
canal anal na amostra foram excluidos do estudo. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA.

A amostra mais representativa de cada caso foi selecionada pelo patologista

e submetida a imunoistoquimica.

Imunoistoquimica

A analise da expressdo do GRPR foi feita utilizando-se um anticorpo anti-
GRPR policlonal de coelho (n° de catalogo ab39883, Abcam - Cambridge, MA USA)
na diluicdo 1:400. Nos blocos de parafina, foram realizados cortes de 4 micra de
espessura, que foram desparafinizados em estufa e reidratados em alcool. Foi
procedida a recuperagao antigénica em forno de microondas, a inativagdo da
peroxidase endégena através da imersdo em peréxido de hidrogénio e o bloqueio
das reacgoes inespecificas com soro normal. O anticorpo primario diluido em solugao
(1:50) foi encubado por 12 horas, a 4° C, seguido da aplicagdo do complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako) e revelagdo com diaminobenzidina

tetrahidroclorido (Kit DAB, Dako). Um corte de carcinoma de pancreas foi utilizado

63



como controle positivo e, para controle negativo foi omitida a utilizagdo do anticorpo

primario.

A andlise da expressdao do GRPR foi avaliada semi-quantitativamente
conforme intensidade e distribuicdo, de forma similar a classificagao preconizada por

Scott et al %

para intensidade, 0: sem coloragado; +1: fraca intensidade; + 2: forte
intensidade; para distribuicdo: focal: +1 (menos de 10 % das células coradas) e
difuso: + 2 (mais de 10 % das células coradas). As variaveis foram agrupadas de
acordo com intensidade e distribuicdo, formando quatro categorias (fraco e difuso,
fraco e focal, forte e difuso, forte e focal) e conforme o escore total. Os espécimes
foram classificados da seguinte maneira: fracamente positivas quando a soma dos
padroes de distribuicdo e intensidade fossem iguais a 2 e fortemente positivas,
quando a soma atingia valores iguais ou maiores de trés. Quando mais de um

padrao de expressdo estava presente na amostra foi considerado aquele mais

prevalente.

Analise estatistica

A analise entre a expressdo do GRPR em tecidos neoplasicos e mucosa
hemorroidaria foi realizada usando SPSS 18.0. A associacdo entre a expressao do
GRPR no tumor e do tecido hemorroidario foi realizada usando o teste estatistico
qui-quadrado (com corregao de continuidade de Yates quando indicada) ou o teste
exato de Fisher. O teste t de Student foi aplicado para avaliar a significancia da
diferengca entre as médias de idade. O teste Mann-Whitney foi utilizado para

comparar a distribuicdo da pontuagéo coloracao. O nivel de significancia foi de 5%.
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RESULTADOS

Trinta e cinco pacientes com confirmagdo histolégica de carcinoma
epidermdide primario do canal anal (25 mulheres e 10 homens, com média de idade
de 56 anos, variando de 40 a 80 anos) foram incluidos no estudo. Como grupo
controle ndo maligno foram avaliadas 24 amostras de anatomopatologico de
hemorroidectomia (12 homens e 12 mulheres com média de idade de 50,8 anos,
variando de 35 a 65 anos) Nao houve diferengas significativas entre casos e

controles quanto a idade e género (p = 0,111 e p = 0,163, respectivamente).

Todos os tecidos analisados, com excegdo do grupo controle, mostraram
positividade para imunoexpressdo do GRPR no citoplasma. O GRPR foi mais
expressado nos carcinomas anais do que nas hemorroidas, com as médias de

escores totais de 3,45 e 2,04, respectivamente (p <0,001).

Na tabela 1, os resultados da expressao do GRPR conforme a distribuicdo
nos tecidos. Nos tumores o receptor demonstrou um padrdo de distribuicdo mais
difuso e homogéneo. Em contraste, espécimes hemorroidarias mostraram um
padrao de coloracao focal, particularmente restrito a metade da camada basal. do
epitélio (figura 1). A tabela 2 mostra os resultados de expressédo do GRPR de acordo

com a intensidade da coloragéao.
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Tabela 1. Distribuicdo do GRPR nos tecidos

Expressao de distribuicdo GRPR

Neg. Focal Difuso
Hemorroidas 1(4,2%) 23 (95,8%) 0 (0%)
Carcinomas anal 0 (0%) 3 (8,6%) 32 (91,4%)

P< 0,001

Figura 1. Tipica imunoexpressao do GRPR em espécimes tumorais (A) e em

espécimes hemorroidarias(B).

Tabela 2. Expressdo do GRPR conforme a intensidade de coloragéo

Intensidade de expresséao

Neg. Forte intensidade Fraca intensidade
Hemorrdidas 1(4,2%) 3 (12,5%) 20 (83,3%)
Carcinoma Anal 0 (0%) 19 (54,3%) 16 (45,7%)

P=0,003
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Uma diferenga significativa no padrdo geral de expressédo entre casos e

controles foi encontrada: padrao forte e difuso nas amostras tumorais e fraco e focal

nas amostras hemorroidarias (Figura 2).

Somente 2 dos 35 casos

(6%)

apresentaram imunocoloragao fraca e focal enquanto 20 dos 24 controles (87%)

apresentaram tal padrdo. Nenhuma diferenga significativa de expressdo do GRPR

foi encontrada quando comparadas diferentes variantes histologicas de tumor

epidermdide (cloacogénico, basaldide, carcinoma bem diferenciado e pobremente

diferenciado).
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Figura 2. Padrao geral de expressao do GRPR
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DISCUSSAO

Desde 1974, quando Nigro apresentou seu protocolo de tratamento, a
quimiorradioterapia substituiu a amputagcdo abdominoperineal como tratamento
padrdo para carcinoma epidermdide de canal anal. >*° Essa modalidade terapéutica
obtém maiores indices de sobrevida além de preservagao esfincteriana, poupando a
maioria dos pacientes da morbidade de um estoma permanente. A Cirurgia é
atualmente reservada para pacientes com neoplasias nao responsivas ou
recidivadas apos a terapia multimodal.>?® Apesar do sucesso da quimiorradioterapia,
significativos efeitos adversos podem ocorrer e existe certa heterogeneidade na
resposta terapéutica entre os pacientes, sugerindo-se que novas opgoes de

diagnostico e tratamento devam ser exploradas.

O GRP é o homdlogo mamario da bombesina, um tetradecapeptideo
originalmente isolado da pele de sapo. GRP e bombesina dividem uma sequencia de
aminoacidos altamente conservada que é responsavel por sua imunogenicidade
similar e ligagdo ao receptor (GRPR), consequentemente desempenhando fungdes
fisiologicas idénticas. O GRPR, encontrado no trato gastrointestinal (do es6fago ao
reto), influencia na secre¢do de horménios peptideos entéricos e secregdes
pancreaticas exdgenas e regula a motilidade intestinal. O complexo GRP/GRPR
também desempenha papel em vias de memoria, desordens psiquiatricas e
neuroldgicas. > 2% ? % Estudos pré-clinicos tém mostrado que GRP possui
importantes fung¢des imuno-regulatérias, como quimioatragdo de macréfagos e

linfcitos, e estimulagao de citotoxicidade celular e atividade de natural killers %
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GRPR também tem sido estudado como um potencial alvo tanto para
diagndstico como para tratamento do céancer. Varios estudos sugerem que GRP
pode desempenhar um papel no desenvolvimento de diferentes tipos de cancer,
como prostata, mama, ovario, pulmao, cabega e pescogo, estbmago, célon, esdéfago
e rim. ™?° Dados recentes indicam que GRP também tem efeitos paracrinos e
endoécrinos além de funcionar como agente morfégeno e proangiogénico. A Inibigao
do GRPR demonstrou interferir com vias de fator de crescimento relevantes, como
as sinalizadoras do fator de crescimento epidermal e de fator de crescimento

vascular endotelial. >93¢

Um estudo particularmente importante foi conduzido por Cornelio e
colaboradores. "' Utilizando imunoistoquimica para GRPR. Os autores avaliaram se
carcinomas cervicais e de tecidos adjacentes expressam o GRPR e se existe uma
diferencga significativa na sua distribuigdo entre carcinomas cervicais pré-invasivos e
invasivos. O GRPR foi detectado em 99%dos espécimes tumorais, na sua maioria
expressando intensa coloracado difusa. Os receptores foram raramente detectados
nas endoceérvices, enquanto ectocérvices expressaram GRPR apenas quando
adjacentes a tecidos neoplasicos. Esses dados forneceram base molecular para

explorar GRPR como alvo diagnéstico e terapéutico em neoplasias cervicais.

Em estudo mais recente, o mesmo grupo de pesquisa avaliou o potencial
diagndstico da imunocitoquimica do GRPR na detecgao das displasias cervicais e
cancer invasivo. Amostras cervicais coletadas de 66 mulheres foram submetidas a
imunocitoquimica para GRPR e exame de Papanicolau. A imunoistoquimica do

GRPR foi realizada se anormalidades eram detectadas. A sensibilidade da
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imunocoloragcdo para GRPR na deteccdo de lesbes cervicais foi 87,5% e sua
especificidade foi de 76,7%. GRPR demonstrou 80% de acuracia na identificacao de
células escamosas atipicas de significado incerto (ASCUS), com 88% de
sensibilidade e 77% de especificidade. A habilidade da imunocoloragdo do GRPR na
deteccao de lesdes cervicais foi 10,1% maior que o exame de Papanicolau com

ganho de 11,1% na especificidade.

Os carcinomas anais e cervicais tém diversas similaridades etiolégicas. Em
um mecanismo que é idéntico a neoplasia intraepitelial cervical, HPVs de alto risco
causam neoplasia intraepitelial anal que progride de displasia de baixo grau para
alto grau e finalmente para céncer invasivo, fornecendo base para diagnostico
precoce e intervencdo. Com base nos expressivos resultados obtidos em pacientes

com cancer cervical, nés decidimos estudar o GRPR em cancer anal.

Este é o primeiro estudo a investigar a expressdo do GRPR no carcinoma de
canal anal. Conseguimos demonstrar uma expressdo mais intensa e difusa do
GRPR nesses tumores comparados a amostras ndo tumorais dos controles. Devido
ao fato de que tumores de canal anal originam-se mais comumente da zona de
transicao proximo a linha pectinea, apenas espécimes de hemorroidectomia que
incluiam o epitélio transicional foram selecionados. Como diferentes tipos de epitélio
sao encontrados no canal anal, o grupo controle teve imunocoloragao avaliada

somente em areas em que o epitélio transicional péde ser identificado.

Nossa série esta de acordo com outros estudos que demonstraram alta

expressdo do GRPR em carcinomas epidermdides originados em outras
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2331 Cerca de 54% de nossos espécimes de cancer

localizagcbes anatdmicas.
mostraram altos niveis de forte expressdo do GRPR quando comparada com
apenas 12% dos espécimes controles. Esses resultados sugerem que GRPR possa
estar envolvido no processo de carcinogénese anal. Apesar do tamanho de amostra
limitado, nossos achados também sugerem que pacientes com carcinoma
epidermdide de canal anal podem ser candidatos em potencial para inclusdo em
estudos clinicos futuros com antagonistas GRPR. O RC-3095 é um exemplo de
antagonista GRPR sintético que exibe um perfil de toxicidade favoravel e uma
importante atividade antitumoral em modelos pré-clinicos. Em nossa instituicao, um
ensaio clinico fase | com RC-3095 foi conduzido em pacientes com neoplasias

avancadas, confirmando perfil de toxicidade favoravel. *2

Até o momento, ndo esta claro se a expressdo do GRPR no cancer anal pode
influenciar no desfecho de resposta ao tratamento. Apesar de sua incidéncia
relativamente baixa, o carcinoma de canal anal é uma doenga agressiva quando nao
responsiva a terapia inicial, apresentando alta morbimortalidade. Nossos achados
sugerem que analogos GRP e antagonistas GRPR possam ser considerados como
alvos terapéuticos potenciais em ensaios clinicos futuros avaliando pacientes com
este tipo de neoplasia. Devemos ressaltar, no entanto, que nossos dados
necessitam ser confirmados em estudos adicionais envolvendo numero maior de

pacientes.
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