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RESUMO 

 

 Receptores de neuropeptídeos e neurotrofinas constituem importantes alvos 

moleculares no câncer. Fatores de crescimento como o peptídeo liberador da gastrina 

(GRP) e fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) estão envolvidos na 

proliferação celular e progressão do câncer, influenciando na invasão local, 

angiogênese, metastatização e apoptose. 

 O receptor de GRP (GRPR) tem sido identificado em muitos tumores humanos, 

mas até o presente trabalho não havia nenhuma informação na literatura quanto à sua 

expressão em câncer cervical. Nosso estudo inicial demonstrou pela primeira vez a 

expressão aberrante em GRPR em displasias e câncer do colo uterino, levantando a 

hipótese de que este receptor poderia estar implicado no processo carcinogênico destes 

tumores. Para explorar o papel de GRPR como um biomarcador de lesões de colo 

uterino, em nosso segundo estudo objetivamos avaliar o potencial diagnóstico da 

detecção de GRPR por imunocitoquímica, técnica que também não havia sido 

previamente descrita. Verificamos que este receptor foi fortemente associado com 

displasia e neoplasia cervical invasora. Além disso, o exame demonstrou elevada 

acurácia para lesões classificadas como células escamosas atípicas de significado 

indeterminado (ASCUS). Com base nestes resultados, concluímos que a expressão de 

GRPR por imunocitoquímica pode ser considerada como um método adicional para a 

detecção de lesões cervicais. 

 Estudos prévios indicam que o bloqueio de GRPR ou do receptor tropomiosina 

quinase B (TrkB) pode ter efeito antiproliferativo em células de câncer. Neste trabalho 

mostramos que a ativação do GRPR pode reduzir, ao passo que o bloqueio pode 

aumentar a viabilidade de células de câncer de ovário, mama e colo uterino. Além disso, 

demonstramos que a inibição TrkB reduz a viabilidade destas células, sendo que o 

tratamento com BDNF aumentou a viabilidade de células de ovário. Os resultados 

obtidos reforçam o conhecimento de que as sinalizações GRP/GRPR e BDNF/TrkB 

regulam a viabilidade de células de câncer. Ainda mais importante, fornecem a primeira 

evidência de que, sob certas condições, a ativação de GRPR pode inibir, em vez de 

estimular, células neoplásicas de mama, ovário e colo uterino. 
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ABSTRACT 

 Neuropeptide and neurotrophin receptors are increasingly important molecular 

targets in cancer. Growth factors as the gastrin-releasing peptide (GRP) and brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) are involved in cell proliferation and cancer 

progression, enhancing local invasion, angiogenesis, distant metastasis and apoptosis.  

 The GRP receptor has been identified in many human malignancies, but no 

information regarding its expression in cervical cancer was found in the literature. 

Considering that cervical cancer is a very important cause of morbidity and mortality 

worldwide, we aimed to evaluate the GRPR expression profile in preinvasive and 

invasive cervical lesions. Our initial study demonstrated for the first time the aberrant 

GRPR expression in human cervical dysplasia and cancer, raising the hypothesis that 

GRPR could be implicated in the carcinogenic process of cervical tumors. To further 

exploit GRPR as a biomarker, in our second study we aimed to evaluate the diagnostic 

potential of GRPR immunocytochemistry in detecting cervical dysplasia and invasive 

cancer. This was the first immunocytochemical evaluation of GRPR expression in 

cervical epithelial cells. This receptor was strongly associated with cervical dysplasia 

and invasive cancers. Additionally, GRPR immunosignaling showed high accuracy in 

detecting dysplasias in cells classified as atypical squamous cells of undetermined 

significance (ASCUS). Based on these results, we concluded that immunocytochemistry 

for GRPR may be regarded as a valuable method for early detection of cervical 

intraepithelial neoplasia. 

 Previous studies have indicated that compounds that act by blocking gastrin-

releasing peptide receptors (GRPR) or tropomyosin receptor kinase B (TrkB) receptors 

can display antiproliferative activities against cancer cells. Here we show that GRPR 

activation can reduce, whereas its blockade can increase, the viability of breast, ovarian, 

and cervical cancer cell lines. In addition, we demonstrate that TrkB inhibition reduces 

the viability of these cells and BDNF increases the viability of ovarian cells. The results 

support the view that GRPR and BDNF/TrkB signaling regulate cancer cell viability. 

Most importantly, the findings provide the first evidence that, under certain conditions, 

GRPR activation can inhibit, rather than stimulate, breast, ovarian and cervical cancer 

cells. 
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1.1 Peptídeo Liberador da Gastrina (GRP) 

 

1.1.1 Descoberta do GRP 

O tetradecapeptídeo bombesina foi primeiramente isolado e caracterizado a 

partir da pele do anfíbio Bombina bombina (ANASTASI et al., 1971). Posteriormente, 

peptídeos semelhantes à bombesina (BLPs) foram identificados em mamíferos, sendo os 

maiores níveis observados em células pulmonares neuroendócrinas (JOHNSON et al., 

1982). O principal BLP foi chamado de peptídeo liberador da gastrina devido à sua 

primeira atividade conhecida de 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 altamente conservada de 7 aminoácidos C-terminal, o que é essencial para a 

imunogenicidade e para uma ligação de alta afinidade ao receptor preferencial do GRP 

(SUNDAY et al., 1988) (Figura 1). Assim, GRP e bombesina apresentam 

essencialmente efeitos fisiológicos idênticos. 

 

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 

Figura 1: Sequências de bombesina e GRP. As porções C-terminais de bombesina e 

GRP, marcadas em negrito, são idênticas. 
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 Já foram identificados três RNAs mensageiros (mRNA) GRP em humanos, os 

quais codificam proteínas contendo 138, 141 e 148 aminoácidos. Estes mRNAs são 

originados de uma fita simples de RNAm nascente por splicing alternativo. Eles irão 

codificar igualmente o peptídeo GRP 1-27, porém sua sequencia que codifica a extensão 

C-terminal varia (SAUSVILLE, et al., 1986; SPINDEL, et al., 1986). 

 

1.1.2 Receptor Preferencial do GRP, GRPR 

 Os receptores de GRP pertencem ao grupo de receptores acoplados à proteína G, 

considerada a maior família de moléculas de superfície celular envolvida na transmissão 

de sinais e que contribui com mais de 2% dos genes codificados pelo genoma humano 

(DORSAM & GUTKIND, 2007). Uma característica central deste grupo é a estrutura 

comum de sete domínios α-hélices transmembrana, sendo que a ligação à proteína G se 

dá através do domínio intracelular (Figura 2). De uma maneira geral, a natureza da 

cascata de sinalização gerada depende da especificidade de ligação de cada receptor à 

proteína G. 

 

Figura 2: Estrutura molecular do GRPR (BENYA et al., 2000). 
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 Até o presente momento já foram descritos quatro subtipos de receptores para a 

família dos BLPs; o receptor preferencial do GRP, GRPR (SPINDEL et al., 1990; 

BATTEY et al., 1991), receptor de neuromedina B, NMBR (WADA et al., 1991), 

receptor órfão da bombesina subtipo 3, BB3R (FATHI et al., 1993) e receptor de 

bombesina subtipo 4, BB4R (NAGALLA et al., 1995), este último exclusivo dos 

anfíbios. Estes receptores podem ser distinguidos com base na sua afinidade pelos 

agonistas e antagonistas. O GRPR possui alta afinidade por bombesina e GRP, enquanto 

que praticamente não se liga à neuromedina B, outro conhecido membro dos BLPs 

(GILADI et al., 1993). Existe uma marcada diferença na ligação dos agonistas aos 

receptores de GRP entre humanos e ratos, o que não se observa em receptores NMB 

(UEHARA et al., 2011). 

 O GRPR humano é composto por 384 aminoácidos e possui elevada homologia 

ao GRPR de ratos, com 90% de identidade (OHKI-HAMAZAKI, et al., 2005; JENSEN, 

et al., 2008). Este receptor já foi clonado parcial ou totalmente em vinte e uma espécies, 

sendo que as regiões mais conservadas são o terceiro domínio extracelular e os 

domínios transmembranas (BALDWIN et al., 2007). 

 

1.1.3 Sinalização Celular Mediada por GRPR 

Quando um agonista se liga ao GRPR, ocorre ativação da fosfolipase C e 

aumento das concentrações de inositol trifosfato, diacilglicerol e cálcio (HELLMICH et 

al., 1999). A liberação de cálcio se dá inicialmente por uma liberação dos estoques 

intracelulares e é posteriormente sustentada pelo influxo deste cátion através da 

membrana celular (Figura 3).   
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Entre as vias de sinalização celular ativadas pelos GRPRs já foram 

caracterizadas a da proteína quinase mitógeno-ativada (MAPK), proteína quinase C 

(PKC) e quinase de adesão focal (FAK) (APRIKIAN et al., 1997; CHEN & KRUG, 

2010), responsáveis por promover crescimento e proliferação. Em células de câncer 

hepatocelular, GRP demonstrou promover o crescimento, acelerar a progressão do ciclo 

celular e reduzir a apoptose, ativando a via da MAPK por mecanismos independentes do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (LI et al., 2010). Também em 

linhagem celular de câncer de mama, GRPR provou independência de EGFR na 

proliferação celular, enquanto que houve sinergismo com EGFR na regulação da 

migração celular e na expressão de interleucina 8 (IL-8) (CHAO et al., 2009).  

 

Outros pesquisadores encontraram efeito sinérgico no bloqueio de GRPR e 

EGFR na inibição da proliferação celular e na apoptose em células de câncer de cabeça 

e pescoço (ZHANG et al., 2007). De Farias e colaboradores (2009a) evidenciaram que 

GRP combinado com agentes que estimulam a via do monofosfato cíclico de adenosina 

(cAMP) / proteína quinase A (PKA) levou à  proliferação de células de glioma 

humanas. Nenhum dos compostos utilizados demonstrou ação isoladamente, levando os 

autores a sugerir que possa haver uma interação de GRP/GRPR na via de sinalização de 

cAMP/PKA. Também em células de gliomas, GRPR parece regular a proliferação 

celular através de um mecanismo mediado pela sinalização de fosfatidilinositol-3-

hidroxiquinase (PI3K) (FLORES et al., 2008). 



6 

 

 

Figura 3: modelo de secreção mediada por GRPR (HELLMICH et al., 1999).  

Os receptores de GRP também estão envolvidos na migração celular e 

angiogênese. GRP e GRPR atuam como morfogenes quando expressos em câncer colo-

retal, promovendo uma melhor diferenciação fenotípica através da regulação da 

mobilidade celular. Dados evidenciam que GRP super-regula a proteína de adesão 

intracelular 1 (ICAM-1) via FAK, levando à mobilidade celular e adesão à matriz 

extracelular (TAGLIA et al., 2007). GRPRs foram frequentemente encontrados na 

vasculatura de uma grande variedade de tumores. Além disso, muitas vezes eles estão 

associados à presença de receptores de fator de crescimento vascular (VEGF) (REUBI 

et al., 2011). Em modelo animal com enxertos de neuroblastomas, o tratamento com 

bombesina levou a um aumento do volume dos tumores e a uma maior expressão de 

marcadores de angiogênese (KANG et al., 2007). 

 Na cascata de sinalização de GRPR ocorre também ativação da GTPase Rho, 

que tem um papel central na migração celular através da ativação da ROCK 

(MARINISSEN & GUTKIND, 2001), e de fosfolipase A2 (PLA2) e cicloxigenase 2 

(COX2) (WEN et al., 2011), aumentando a produção de prostaglandina E2 (PGE2) 
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(ROZENGURT et al., 2002). A figura 4 mostra as principais vias de sinalização 

ativadas por GRPR. 

 

Figura 4: Vias de sinalização ativadas pelo GRPR (DORSAM & GUTKIND, 2007).  

 

1.1.4 Funções do GRP 

 O GRP desempenha diversos papéis fisiológicos além do estímulo à secreção 

ácida gástrica. Os BLPs são responsáveis por promover a liberação de vários hormônios 

no trato gastrointestinal, incluindo gastrina, somatostatina e colecistoquinina 

(SCHUBERT, et al., 2002), e por estimular a secreção de enzimas pancreáticas 

(NIEBERGALL-ROTH & SINGER, 2001). Além disso, participam da contração da 

musculatura lisa em diversos tecidos e atuam como neurotransmissores no sistema 

nervoso central (BUNNET, 1994).  

Entre os efeitos neurológicos dos BLPs já foram descritas alterações 

comportamentais, anorexia e melhora da consolidação da memória em modelos animais 
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(ROESLER et al., 2006a, ROESLER et al., 2009). Recentemente foi demonstrado que a 

sinalização de GRP/GRPR pode influenciar a memória aversiva através da modulação 

da fisiologia da amídala lateral (CHAPERON et a.l, 2012) e o medo de extinção através 

da amídala lateral e do córtex frontal (MARTEL et al., 2012). O bloqueio de GRPR no 

período neonatal de ratos levou à diminuição da interação social e à deficiência na 

memória de reconhecimento de objetos (PRESTI-TORRES et al., 2012). 

Estes peptídeos podem estar envolvidos na patogênese de diversas desordens do 

sistema nervoso central, como a doença de Parkinson, a esquizofrenia e a doença de 

Alzheimer (ROESLER et al., 2006b; ROESLER et al., 2007), bem como em transtornos 

depressivos (MONJE et al., 2011).  Já foi sugerido que o transtorno bipolar possa estar 

associado ao estresse oxidativo. Em um estudo que avaliou um modelo animal com 

mania, o bloqueio de GRPR com um antagonista demonstrou propriedades 

antioxidantes no cérebro (VALVASSORI et al., 2010). Ainda, o gene de GRP parece 

estar associado à etiologia da síndrome do pânico, conforme estudo genético que 

avaliou 120 casos com este transtorno (HODGES et al., 2009). 

Os BLPs também demonstram participar de processos imunológicos e 

inflamatórios (PETRONILHO et al., 2007). O GRP modula, estimulando ou inibindo, a 

função de linfócitos (MEDINA et al., 1999), fagócitos (DE LA FUENTE et al., 1991), 

neutrófilos (CZEPIELEWSKI et al., 2012) e mastócitos, estando implicado na patologia 

de displasia bronco-pulmonar (SUBRAMANIAM et al., 2003), asma (ZHOU et al., 

2011) e artrite reumatóide (GRIMSHOLM et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011). O 

GRPR igualmente parece estar envolvido no processo de prurido (JEFFRY et al., 2011; 

SU & CO, 2011;). Receptores de GRP já foram identificados em neurônios espinais que 

estão crucialmente envolvidos no prurido, mas não no processo de dor (STÄNDER et 
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al., 2011). Além disso, através do bloqueio da cascata desencadeada por GRPR 

observou-se uma diminuição no prurido induzido por opióides (LIU et al., 2011).  

Outra doença inflamatória em que GRPRs demonstraram estar envolvidos é a 

uveíte. Utilizando um antagonista de GRPR em um modelo animal de uveíte, Pereira e 

coautores (2009) evidenciaram ações anti-inflamatórias através da  redução da atividade 

da mieloperoxidase e do decréscimo dos níveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

e de proteína-1 quimioatrativa de monócitos. Também em sepse, o uso de um 

antagonista seletivo de GRPR em um modelo animal provou aumentar a sobrevida de 

roedores, demonstrando um efeito protetor aos danos teciduais e atenuando a liberação 

de citoquinas inflamatórias (DAL-PIZZOL et al., 2006). 

Receptores de bombesina em mamíferos ainda atuam na regulação 

da homeostase energética e podem representar um alvo atraente para o tratamento 

farmacológico da obesidade e certos transtornos alimentares (MAJUMDAR & 

WEBER, 2011). Evidências experimentais apontam que o BB3-R é um importante 

regulador do peso corporal, do desgaste energético e da homeostase da glicose 

(MAJUMDAR & WEBER, 2012). 

 Finalmente, evidências preliminares sugerem que os GRPRs podem estar 

envolvidos com a formação de células-tronco tumorais (CSCs). Flores e colaboradores 

(2009) avaliaram o papel das CSCs em gliomas e meduloblastomas e demonstraram, 

através da técnica de imuno-histoquímica, que o GRPR pode estar implicado na 

expansão de CSCs cerebrais in vitro. 
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1.1.5 GRP, GRPR e Câncer 

 O GRP e a bombesina possuem efeitos mitogênicos já bem estabelecidos. Estes 

peptídeos estimulam o crescimento de tecidos normais, como pâncreas (PAREKH et al., 

1994), mucosa gastrointestinal (CHU et al., 1995) e epitélio brônquico (WILLEY et al., 

1984). O primeiro estudo em neoplasias mostrou que o emprego de um anticorpo 

monoclonal dirigido ao GRP, impedindo a ligação ao seu receptor, inibiu o crescimento 

de câncer de pulmão de pequenas células in vitro e in vivo (CUTTITTA et al., 1985). 

Desde então, muitos grupos de pesquisa passaram a investigar o papel do GRP no 

desenvolvimento e progressão do câncer. Através de estudos com linhagens celulares e 

modelos animais, o tratamento com bombesina/GRP promoveu proliferação em 

diversas neoplasias, incluindo próstata (BOLOGNA et al., 1989), cólon (NARAYAN et 

al., 1990), estômago (KIM et al., 1996) e mama (BURNS et al., 1999).   

 A detecção simultânea de GRP e seu receptor nos tecidos, bem como os efeitos 

antiproliferativos dos anticorpos anti-GRP, levaram ao reconhecimento deste peptídeo 

como um fator de crescimento autócrino no câncer. Posteriormente, demonstrou-se que 

o GRP também é capaz de estimular os receptores de forma parácrina (HEASLEY, 

2001).  

 A ampla expressão de receptores de fatores de crescimento na superfície das 

células malignas reconhecidamente confere maior agressividade biológica aos tumores. 

Além de promover proliferação celular, os fatores de crescimento estão envolvidos em 

processos de invasão local, metastatização, angiogênese e apoptose (PERONA, 2006). 

Estes parâmetros também vêm sendo investigados nos estudos com GRPRs. Analisando 

neoplasias de cólon, alguns autores relacionaram invasão linfática e perda de 

diferenciação celular à maior expressão de GRPRs (SAURIN et al., 1999). 
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Recentemente foi identificada uma via de sinalização de GRPR através da proteína 

heterocromatina 1HSβ, que foi relacionada com maior invasividade do câncer de cólon 

(TELL et al., 2011). Outros pesquisadores foram capazes de associar níveis superiores 

de GRPRs a tumores de ovário mais indiferenciados (SUN et al., 2000a), bem como a 

neuroblastomas mais agressivos (KIM et al., 2002).  GUGGER & REUBI (1999) 

avaliaram tumores de mama metastáticos para linfonodos axilares e relataram 100% de 

expressão de GRPR nas metástases de tumores primariamente positivos para este 

receptor. Em estudo com carcinomas renais implantados em ratos, receptores GRP 

foram encontrados na microcirculação tumoral, enquanto que a neoangiogênese foi 

significativamente inibida com o emprego de um antagonista GRPR (HEUSER et al., 

2005).  

 

1.1.6 Análogos de GRPR 

   A estratégia de tratamentos dirigidos a receptores de fatores de crescimento 

progrediu significativamente na última década. Os resultados obtidos na prática clínica 

com terapias-alvo, a exemplo das terapias anti-EGFR (VIVANCO & MELLINGHOFF, 

2010), vêm encorajando pesquisadores a desenvolver compostos capazes de interagir 

com estes receptores, através de biomarcadores para detecção e estadiamento de 

neoplasias, ou de análogos e antagonistas para tratamento das mesmas. Muitos estudos 

têm explorado o GRPR como alvo diagnóstico e terapêutico. 

 Na área de diagnóstico por imagem já foram desenvolvidos diversos conjugados 

com análogos de GRP (POOL et al., 2010). Nos últimos vinte anos já foram realizados 

mais de 200 estudos a esse respeito (SANCHO et al., 2011).  Análogos de GRP 

ou bombesina radiomarcados podem ser usados como ferramentas não invasivas para 
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diagnosticar, monitorar e tratar potencialmente tumores, como o câncer de próstata, já 

tendo sido testados em pacientes,  sem efeitos colaterais importantes (LEARS et al., 

2011). O composto conjugado de bombesina e 177Lu-Amba já foi avaliado em estudo 

clínico fase I como método diagnóstico e radioterapia sistêmica, após excelente 

desempenho em estudos pré-clínicos (LANTRY et al., 2006).  

 Com finalidades terapêuticas, análogos de bombesina têm sido combinados a 

diversos agentes citotóxicos, atuando como veículos carreadores de drogas. Um 

análogo citotóxico de bombesina / GRP, AN-215, contendo 2-pyrrolino-Dox, 

demonstrou inibir o crescimento de várias  neoplasias humanas 

que expressam receptores de bombesina / GRP. A toxicidade, farmacocinética e as 

doses máximas toleradas de AN-152 foram avaliadas em mulheres com câncer de 

ovário ou endométrio em um ensaio clínico  fase I, que mostrou estabilização da 

doença e respostas objetivas. O análogo AN-152 encontra-se atualmente em 

ensaios clínicos de fase II (SCHALLY et al., 2011). A abordagem com anticorpos 

monoclonais também já foi testada em estudos clínicos. O anticorpo 2A11, que se liga 

com alta afinidade ao GRP, demonstrou perfil de toxicidade aceitável para o tratamento 

de pacientes com câncer de pulmão (CHAUDHRY et al., 1999).  

  

1.1.7 Antagonistas de GRPR, RC-3095 e RC-3940-II 

 Uma classe importante de drogas utilizadas em terapias-alvo são os antagonistas. 

Idealmente, estes compostos devem possuir elevada afinidade pelos receptores para 

bloquear a cascata de sinalização celular que seria desencadeada pelo acoplamento do 

ligante. Na última década foram desenvolvidos diversos antagonistas GRPR com 

capacidade de inibir o crescimento de tumores (HOHLA & SCHALLY, 2010).  
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 Um composto que tem demonstrado notável atividade antitumoral é o 

antagonista RC-3095, já testado em diversas neoplasias, cuja estrutura molecular pode 

ser vista na figura 5. 

 

Figura 5: Estrutura molecular do composto RC-3095. 

 Este agente já provou ser ativo contra câncer de mama (SZEPESHAZI et al., 

1997; MIYAZAKI et al., 1998), pulmão (KOPPAN et al., 1998), ovário 

(CHATZISTAMOU et al., 2000; CHATZISTAMOU et al., 2001), próstata 

(STANGELBERGER et al., 2005a), glioblastomas (KIARIS et al., 1999), entre outros. 

Seu efeito parece interferir com importantes vias de sinalização como a do fator de 

crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento de insulina (IGF) (PLONOWSKI 

et al., 2000; LIU et al., 2007; ZHANG et al., 2007). Em animais com enxertos de 

câncer de mama, a administração de RC-3095 foi associada com substancial redução da 

expressão de fator de crescimento básico de fibroblasto (bFGF), IGF-II e VEGF, além 

de promover a inibição do crescimento tumoral (BAJO et al., 2004). O RC-3095 

também demonstrou interação com a expressão de HER2 em linhagens celulares de 

câncer de mama (BAJO et al., 2002) e próstata (SOTOMAYOR et al., 2010). De Farias 
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e coautores (2009b) encontraram uma diminuição na secreção de fator de crescimento 

neural (NGF) com o uso deste composto em células de câncer de cólon, sugerindo que 

este possa ser um mecanismo antiproliferativo de antagonistas de GRPR. 

 O efeito antiproliferativo do RC-3095 já foi testado com outros agentes em 

sinergismo. A administração simultânea de análogo do hormônio liberador de hormônio 

luteinizante (LH-RH) e de RC-3095 a animais com tumores de próstata levou a uma 

importante redução do crescimento tumoral (PINSKI et al., 1993). Já em modelo animal 

de câncer de pâncreas, o sinergismo de RC-3095 com análogo de LH-RH não se 

mostrou superior aos agentes utilizados isoladamente (SZEPESHAZI et al., 1994). Em 

modelo experimental de glioblastoma, a combinação de RC-3095 com temozolamida 

produziu importante inibição do crescimento celular de gliomas in vitro, bem como 

redução do volume tumoral em ratos (DE OLIVEIRA et al., 2009). 

 Em nosso centro, o RC-3095 já foi avaliado em linhagens celulares de tumores e 

modelos animais, bem como em estudos clínicos. Foi realizado um estudo fase I com 

vinte e cinco pacientes portadores de neoplasias sólidas avançadas, em que este 

antagonista GRPR demonstrou perfil de toxicidade favorável, após aplicações 

subcutâneas diárias. Neste mesmo ensaio, uma única dose de RC-3095 administrada a 

um paciente hipergastrinêmico, portador da Síndrome de Zolliger-Ellison, produziu 

decréscimo superior a 50% nos níveis plasmáticos de gastrina (SCHWARTSMANN et 

al., 2006).  

 O RC-3940-II é outro composto desenvolvido como antagonista de GRPR, cuja 

estrutura molecular pode ser visualizada na figura 6 abaixo.  
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Figura 6: Estrutura molecular do composto RC-3940-II. 

 

 Da mesma forma que o RC-3095, o RC-3940-II também já demonstrou 

importante atividade antiproliferativa em tumores, incluindo neoplasias de pâncreas 

(QIN et al., 1995), rim (JUNGWIRTH et al., 1998), ovário (CHATZISTAMOU, et al., 

2000), mama (MIYAZAKI et al., 1998; BAJO et al., 2002) e pulmão (KOPPAN et al., 

1998).  Em camundongos com enxertos de câncer de pulmão, o RC-3940-II inibiu o 

crescimento dos enxertos em até 50%, além de reduzir a expressão de K-Ras, COX-2 e 

da proteína quinase B fosforilada (pAkt) (HOHLA et al., 2007). Em outro estudo com 

modelo animal de câncer de pulmão, além de redução tumoral, a administração de RC-

3094-II foi associada com a diminuição da expressão de EGFR (KANASHIRO et al., 

2007). Estudando linhagem celular de câncer de cólon, pesquisadores verificaram 

atividade antiproliferativa do RC-3940-II, bem como redução da expressão de COX-2 e 

consequente menor liberação de prostaglandina (CORRAL et al., 2007). Além disso, 

este antagonista também demonstrou influenciar a expressão de fatores de crescimento 

tumoral como VEGF e  bFGF, bem como receptores da família de EGF 

(STANGELBERGER et al., 2005b). 
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1.1.8 Expressão de GRPR em Tumores 

 A caracterização do perfil de expressão dos receptores de fatores de crescimento 

nos processos neoplásicos é fundamental para que se identifiquem aqueles tumores 

passíveis de serem diagnosticados ou tratados com abordagens mais seletivas. A 

expressão aberrante de GRPRs já está documentada em diversas neoplasias humanas 

através de diferentes técnicas de ligação ao receptor, imunohistoquímica, ou rt-PCR,  

provando ser mais ampla no câncer em comparação aos tecidos normais (CORNELIO et 

al., 2007). A tabela 1 sumariza os tipos tumorais já estudados até a data da publicação 

do artigo “Gastrin-releasing peptide receptor as a molecular target in experimental 

anticancer therapy”, fruto da dissertação de mestrado da autora.  

 

Tabela 1: Expressão de GRPR em tecidos neoplásicos humanos  

(CORNELIO et al., 2007). 
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 Em certos tumores, já se verificou taxa de expressão do GRPR de 100%, 

incluindo próstata (MARKWALDER & REUBI, 1999; SCHROEDER et al., 2010; 

NAGASKI et al., 2012), glioma (FLORES et al., 2010), cólon (CHAVE et al., 2000), 

rim (PANSKI et al., 2000), neuroblastoma (SEBESTA et al., 2001), cabeça e pescoço 

(LANGO et al., 2002) e gastrinoma (REUBI et al., 2002). A superexpressão de GRPR 

já havia sido descrita em neoplasias de pulmão de pequenas células. Recentemente, a 

presença de GRPR em epitélio brônquico não neoplásico foi significativamente 

associada com a presença de câncer de pulmão do tipo adenocarcinoma e epidermóide, 

tanto em fumantes, como em não fumantes, sem diferença entre homens e mulheres 

(EGLOFF et al., 2012).  

 Entre as neoplasias ginecológicas, já foram detectados GRPRs em carcinomas de 

ovário (SUN et al., 2000a) e de corpo uterino (FLEISHMANN et al., 2005),  porém não 

existiam dados referentes à expressão deste receptor em neoplasias de colo uterino até o 

estudo da presente autora.  

 

1.2 Neurotrofinas 

1.2.1 Caracterização e Função das Neurotrofinas 

 As neurotrofinas (NTs) constituem uma família conhecida de fatores de 

crescimento do sistema nervoso central, descobertas há mais de 50 anos (LEVI-

MONTALCINI, 1998). Enquanto diversas moléculas de sinalização podem regular 

funções e estruturas neuronais, e, portanto serem consideradas fatores neurotróficos, 

classicamente a família das NTs é formada por apenas quatro polipeptídeos: fator de 

crescimento nervoso (NGF), fator neurotrófico derivado de cérebro (BDNF), NT3 e 

NT4 (REICHARDT, 2006; SKAPER, 2008). As formas maduras de NTs em mamíferos 
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são polipeptídeos de 13-15 kDa, todos com  similaridades estruturais e funcionais (MC 

DONALD & CHAO, 1995) (Figura 7). A homologia entre as espécies chega a 90-

100%, o que facilitou muito o uso de modelos animais com administração exógena de 

NTs ou o uso de animais transgênicos com ausência de aspectos específicos da 

sinalização de NTs. 

 

 

Figura 7: Representação tridimensional de NGF (A e B) e dos 4 subtipos de 

neurotrofinas (C) (Mc Donald & Chao, 1995). 

 Desde sua descrição inicial, as NTs eram consideradas como reguladoras da 

neurogênese, da diferenciação e sobrevivência dos neurônios, bem como de sua 

condução e plasticidade (KALB, 2005; CHAO et al., 2006). Atualmente se sabe que as 

NTs também estão envolvidas em desordens degenerativas como a doença de 

Alzheimer (SCHULTE-HERBRUGGEN et al., 2008; SARAGOVI et al., 2009), 

tumores cerebrais (THIELE et al., 2009), reparos a injúrias na medula espinal 

(BLESCH et al., 2002) e outras condições clínicas relevantes (DWIVEDI, 2009).  
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1.2.2 Receptores e Sinalização das Neurotrofinas 

 As NTs exercem seus efeitos através da ligação com receptores da superfície 

celular. Existem dois tipos diferentes de receptores que estão envolvidos na sinalização. 

Todas as NTs se ligam ao receptor p75NTR, um pan receptor de baixa afinidade de NT 

com 75 kDa (BARKER, 2004; CHEN et al., 2009). A família de receptores de alta 

afinidade tropomiosina quinase relacionados (Trk) consiste do TrkA, que se liga 

preferencialmente ao NGF, TrkB, que se liga preferencialmente ao BDNF e NT4, e 

TrkC, sítio preferencial de ligação do NT3 (TENG & HEMSTEAD, 2004) (Figura 8).  

 

Figura 8: Receptores de neurotrofinas (PRAKASH et al., 2010). 

 Ambos os receptores Trk e p75NTR ativam múltiplas e distintas vias de 

sinalização. Os Trks são receptores de tirosina quinase que dimerizam e são 

autofosforilados em resíduos tirosina intracelulares após a ligação das NTs, resultando 

em uma rápida cascata de sinalização, que inclui a ativação de Ras, PI3K/Akt (proteína 

quinase B), e fosfolipase C gama (SKAPER, 2008). Estas cascatas importantes podem 

ativar fatores de transcrição celulares específicos envolvidos em diferenciação, 

sobrevida, apoptose e crescimento. De uma maneira geral, as NTs podem alterar o 
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balanço entre sobrevida / crescimento e morte celular (LU et al., 2005). Um esquema 

representativo da sinalização celular de NTs e seus receptores pode ser visualizado na 

figura 9. 

 

 

Figura 9: Esquema representativo dos receptores Trk e principais vias de sinalização 

(THIELE et al., 2009). 

 

1.2.3 Expressão de Neurotrofinas em Tecidos Humanos 

 Existem evidências crescentes que ambos os receptores de baixa e alta afinidade 

de NTs são amplamente distribuídos em tecidos não neuronais que não estão 

necessariamente associados a inervação. Tal fato suscita a hipótese de que as NTs 
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liberadas por tecidos periféricos poderiam ter efeitos autócrinos ou parácrinos sobre 

estruturas vizinhas além dos nervos. Neste sentido, parece haver uma grande 

heterogeneidade na expressão dos receptores de NTs em tecidos específicos, variando 

conforme a idade, patologias e outros fatores. Os receptores de NTs já foram descritos 

em pulmão, mucosa nasal, pele, sistemas gastrointestinal e geniturinário, músculo 

cardíaco, músculos esqueléticos e lisos (PRAKASH et al., 2010). Além disso, as NTs 

parecem estar envolvidas com diversas condições clínicas relevantes, como alergia de 

pele (RAAP & KAPP, 2005), constipação crônica (SCHILLER, 2004), doença arterial 

coronariana (CAPORALI & EMANUELI, 2009) e diversos tumores (THIELE  et al., 

2009). 

 

1.2.4 BDNF / TrkB e Câncer 

 A primeira associação clínica entre Trks e câncer surgiu através de achados de 

mutações ativadoras causadas por rearranjos cromossômicos ou mutações em TrkA em 

carcinomas de tireoide papilar e medular, respectivamente (PIEROTTI & GRECO, 

2006). Nos últimos anos, diversos estudos detalharam a expressão de Trks em diferentes 

tipos de tumores, correlacionando sua expressão com prognóstico ou estádio tumoral 

(DESMET & PEEPER, 2006; ROESLER et al., 2011). Entretanto, até o momento não 

existe um padrão claro de associação entre uma isoforma de Trk e prognóstico. Por 

exemplo, em neuroblastomas, pacientes com níveis elevados de TrkA 

(NAKAGAWARA et al., 1993) ou TrkC (YAMASHIRO et al., 1996) possuem 

prognóstico melhor, enquanto que aqueles que demonstram elevada expressão de TrkB 

e BDNF possuem prognóstico pobre (NAKAGAWARA et al., 1994; AZGHARZADEH 

et al., 2006).   
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 Nos casos em que os Trks não estão mutados ou translocados, questiona-se se 

eles poderiam ser apenas marcadores tumorais ou desempenhar um papel na 

fisiopatologia do câncer. Considerando-se o racional de que a ativação de Trks por NTs 

media sinais de sobrevida e estimula a neurogênese e a migração celular de neurônios 

normais (KNÜSEL et al., 1994), pode-se pensar que o mesmo processo possa ser 

explorado pela células tumorais para sobreviver a insultos citotóxicos e metastatizar. 

Células de neuroblastoma que expressam TrkB tratadas com BDNF são menos sensíveis 

a drogas citotóxicas (SCALA et al., 1996; JABOIN et al., 2002), exibem maior 

invasividade (MATSUMOTO et al., 1995), sobrevivem em condições limitadas de 

fatores de crescimento (KIM et al., 1999) e  apresentam produção aumentada de VEGF 

(NAKAMURA et al., 2006). Além disso, células de neuroblastoma que sobrevivem a 

repetidas exposições de agentes citotóxicos expressam níveis aumentados de BDNF, 

sugerindo que a via de sinalização NT-Trk contribui para um fenótipo multi resistente a 

drogas (MATSUMOTO et al., 1995). BDNF e TrkB já foram detectados em tumores e 

linhagens celulares de câncer colo-retal (DE FARIAS et al., 2010). Outros 

pesquisadores verificaram que em células de câncer de colo retal, o tratamento com 

BDNF produziu um efeito anti-apoptótico via TrkB, e que em  pacientes portadores 

desta neoplasia, havia maior expressão de transcritos de BDNF e TrkB nos tumores em 

comparação com os tecidos normais adjacentes, especialmente nos casos avançados 

(AKIL et al., 2011). Da mesma forma, em células de câncer de pulmão observou-se 

expressão de BDNF e TrkB, sendo que a estimulação das células com BDNF ativou a 

proteína apoptótica Akt. Inversamente, o tratamento destas células com um antagonista 

de Trk inibiu a apoptose e diminuiu a proliferação (PEREZ-PINERA et al., 2007). 

 Em neoplasias de mama, a expressão de BDNF mostrou ser mais elevada nas 

amostras tumorais do que em tecidos mamários não neoplásicos, sendo que os níveis de 
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transcritos de BDNF foram associados com parâmetros patológicos desfavoráveis e 

desfechos clínicos adversos (PATANI et al., 2011). Além disso, BDNF também induziu 

resistência a apoptose em células de câncer de mama, enquanto que a injeção de um 

anticorpo anti-BDNF reduziu o crescimento de tumores enxertados em camundongos 

(VANHECKE et al., 2011). Com relação a outras neoplasias femininas, BDNF 

igualmente demonstrou estar expresso em tumores de colo uterino (MOON et al., 2011) 

e ovário (QUIU et al., 2006; YU et al., 2008; AU et al., 2009), tendo sido associado 

com promoção de metástases e pior sobrevida nestes últimos.   

 

1.3 Câncer de Colo Uterino 

 

1.3.1 Incidência 

O câncer de colo uterino é a segunda principal causa de morte em mulheres no 

mundo, constituindo um importante problema de saúde pública, especialmente nos 

países em desenvolvimento (FOROUZANFAR, et al, 2011). No Brasil, o câncer de 

colo de útero é considerado o segundo mais comum entre as mulheres, principalmente 

aquelas com idades entre 40 e 60 anos, sendo superado apenas pelo câncer de mama. 

Com relação à mortalidade, é a quarta neoplasia mais letal, tendo sido responsável por 

5063 mortes em 2009. As estimativas de incidência para 2012 são de 17.540 novos 

casos (INCA, 2012). Entre os estados brasileiros, considera-se que o Rio Grande do Sul 

contribua com uma parcela significativa deste número, com 14,51 a 18,88 casos 

estimados para cada 100.000 mulheres (Figura 10). 
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Figura 10: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de colo 

uterino por 100.000 mulheres estimada para o ano de 2012, segundo a Unidade da 

Federação (INCA, 2012). 

 

 Quando diagnosticado nas fases iniciais, o câncer de colo de útero pode ter 

100% de cura. Nas últimas décadas houve uma sensível redução na mortalidade e 

incidência nos países com programas bem estabelecidos de rastreamento, especialmente 

através do exame Papanicolau (SCARINSI, et al, 2010). O impacto do rastreamento na 

progressão à doença invasiva pode ser verificado pelas diferenças nas incidências idade-

específicas entre países desenvolvidos e em desenvolvimento. Comparando-se dados do 

Reino Unido e Brasil, por exemplo, observa-se que as taxas de incidência entre 

mulheres jovens são semelhantes, sugerindo níveis similares de exposição aos fatores de 

risco, enquanto que divergem rapidamente nas mulheres mais velhas, provavelmente 
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refletindo as diferenças na disponibilidade de rastreamento de massa entre os dois países 

(BOSH & SANJOSE, 2003) (Figura 11).  

 

 

Figura 11: Incidências idade-específicas de câncer de colo de útero invasor no Brasil e 

Reino Unido (BOSH & SANJOSE, 2003). 

 

1.3.2 Patologia, História Natural e Prognóstico 

 

Cerca de 80% das neoplasias cervicais são carcinomas epidermóides, 20% são 

adenocarcinomas, enquanto que os sarcomas são raros (SMITH et al., 2000). Existem 

dois tipos celulares embriologicamente distintos que compõem o epitélio cervical. A 

ectocérvice é a porção do colo que se estende até a vagina, e é constituída de epitélio 

estratificado escamoso não queratinizado, semelhante ao revestimento da vagina. Já a 

endocérvice é a parte interna do colo que leva até o útero, sendo constituída de epitélio 

colunar secretor de muco (SCHIFFMANN et al., 1996). A junção dos epitélios colunar 

e escamoso é chamada de junção escamo-celular (JEC). Com a idade, a junção escamo-
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celular acaba migrando para a ectocérvice, ocorrendo a substituição das células 

colunares por epitélio escamoso estratificado. Este processo é chamado de metaplasia 

escamosa, e leva à formação da zona de transformação, ou seja, aquela entre a JEC 

original e a atual. Devida à rápida multiplicação celular, a zona de transformação é 

altamente suscetível a carcinógenos, carcinogênese e infecções por HPV. A maioria das 

neoplasias cervicais e suas lesões precursoras são originadas na zona de transformação 

(Figura 12). 

Figura 12: Epitélios constituintes do colo uterino: a) epitélio escamoso, b) junção 

escamo-celular c) epitélio colunar. 

A história natural do câncer de colo uterino já está bem entendida. De uma 

maneira geral, as lesões iniciam na JEC e progridem lentamente de displasia a 

carcinoma in situ a câncer invasor. Uma pequena percentagem de lesões evolui em um 

período de tempo substancialmente mais curto.  

As lesões pré-malignas são denominadas neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 

I, II e III conforme a proporção de espessura epitelial acometida por células displásicas 

(Figura 13). De acordo com a classificação de Bethesda criada inicialmente em 1992, 
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NIC I corresponde a neoplasia intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL), e NIC II e 

III a neoplasia intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) (TABBARA et al, 1992). 

Enquanto na NIC I as alterações são limitadas à camada basal, na NIC III a população 

neoplásica chega a ocupar até o terço superior do epitélio, já constituindo um carcinoma 

in situ. Nesta fase a maioria das lesões é assintomática.  

 

Figura 13: Progressão do câncer de colo uterino. 

 

Após o rompimento da camada basal o tumor se dissemina primariamente por 

extensão local ao corpo do útero, vagina e outras estruturas pélvicas e sequencialmente 

às cadeias de linfonodos. Nos pacientes com câncer localmente avançado as metástases 

hematológicas são pouco comuns (ARENDS et al, 1998). Estima-se que 60% das 

mulheres com NIC I vão apresentar regressão espontânea, 30% podem apresentar 

persistência da lesão como tal e menos de 10% vão evoluir para NIC III, sendo a chance 

de progressão a câncer invasor cerca de 1% (SYRJANEN, 1996). O prognóstico desta 

NIC I 

NIC II 

NIC III 

Câncer 

invasor 
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neoplasia é marcadamente afetado pela extensão da doença no momento do diagnóstico, 

sendo influenciado pelo volume e grau do tumor, tipo histológico, disseminação 

linfática e invasão vascular (HAIE-MEDER, et al. 2009). 

O tratamento para o câncer de colo uterino inclui cirurgia ou radioterapia, 

podendo ser adicionada terapia sistêmica com agentes quimioterápicos ou terapias-alvo, 

conforme o estádio da doença. 

 

1.3.3 Papel do HPV  

Estudos epidemiológicos convincentemente demonstram que o principal fator de 

risco para o desenvolvimento de lesões neoplásicas pré-invasivas e invasivas no colo do 

útero é a infecção pelo papiloma vírus humano (HPV) (figura 14), superando outros 

fatores como elevada paridade, maior número de parceiros sexuais, início precoce da 

atividade sexual, baixo nível socioeconômico e tabagismo (SCHIFFMAN et al, 2011). 

Já foi demonstrado que o DNA do HPV está presente em mais de 95% dos carcinomas 

cervicais (MUNOZ et al., 2003). Supostamente a integração do DNA do HPV ao 

genoma humano leva à transcrição persistente dos genes E6 e E7, que rompem 

mecanismos de controle do ciclo celular através da inativação dos oncogenes p53 e Rb, 

respectivamente (SCHEFFNER et al., 1990; TRINGLER et al., 2004). Apesar de ser 

causa necessária para o desenvolvimento de câncer invasor, a especificidade e o valor 

preditivo positivo da detecção do HPV de alto risco são baixos. Diversos estudos 

demonstraram que grande parte das lesões intraepiteliais escamosas de baixo grau são 

positivas para HPVs de alto risco (cerca de 80%) e, mesmo assim, regridem 

espontaneamente sem tratamento (ALTS GROUP, 2000; EVANS et al., 2002). 
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Figura 14: Papilomavírus humano, HPV (virologyspring, 2011). 

 

1.3.4 Exame Papanicolau e Perspectivas de Novos Biomarcadores  

 

A avaliação citológica de esfregaços cervicais foi introduzida na década de 1940 

por George Papanicolaou.  Este exame é o mais amplamente utilizado no mundo todo 

para rastreamento do câncer de colo uterino e suas lesões precursoras. O teste baseia-se 

na coleta de células descamadas da superfície das ecto- e endocérvices uterinas, seguida 

da observação microscópica das células fixadas e coradas, na busca por anormalidades 

morfológicas.  

Apesar do enorme sucesso do teste na redução das taxas de incidência e 

mortalidade por câncer de colo uterino, o exame Papanicolau tem muitas limitações, 

particularmente com relação a resultados falso-negativos no rastreamento (SAFAEIAN 

et al., 2007). Estudos demonstram que um único teste é apenas 50% sensível para 

detectar lesões de alto grau ou carcinoma invasivo (FRASER et al., 2005). Melhorias na 

técnica do Papanicolau, como a citologia em base líquida, não demonstraram melhorar a 

sensibilidade e especificidade para a detecção de NIC em comparação com a citologia 
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convencional (ARBYN et al., 2008). Além disso, até 10% dos exames Papanicolau são 

classificados como ASCUS (células escamosas atípicas de significado indeterminado), 

ou seja, não é possível fazer uma categorização clara de lesão normal, moderada ou 

grave, ou tumor. No entanto, a experiência mostra que até 10% desta população ASCUS 

tem lesões de alto grau, que podem passar despercebidas (MANOS et al., 1999). Devido 

a isso, pesquisar tecnologias alternativas para triagem e diagnóstico para o câncer 

cervical é essencial. Muitos métodos moleculares foram avaliados para essa finalidade 

nos últimos anos, entre eles o teste do HPV, MIB-1 e inibidor da proteína quinase 

dependente de ciclina (p16INK4a) (NAUCLER et al., 2007; PINTO et al., 2012).  

O p16INK4a é considerado um marcador para as atividades oncogênicas do 

HPV em células cervicais e sua hiperexpressão está bem estabelecida em NIC e câncer 

invasivo através de muitos estudos (KALOF et al., 2006; BENEVOLO et al., 2008). 

Apesar de demonstrar boas correlações com a severidade das alterações celulares, não 

existem evidências suficientes para o uso rotineiro do p16INK4a na prática clínica. As 

limitações para este biomarcador incluem a falta de critérios padronizados para avaliar a 

coloração imunocitoquímica, a falta de consenso quanto aos critérios de positividade e 

presença de imunorreatividade esporádica em células escamosas normais, atróficas e 

metaplásicas, bem como em células endocervicais, inflamatórias e em bactérias 

(TSOMPOU et al., 2009).  

O Ki-67 é um antígeno que identifica células em proliferação e é expresso em 

todas as fases do ciclo celular. MIB-1 é um anticorpo monoclonal que detecta este 

antígeno no núcleo de células fixadas ou em tecidos embebidos em parafina. A infecção 

por HPV ativa a progressão do ciclo celular do hospedeiro com aumento da cinética do 

ciclo celular, e este fenômeno é refletido em um aumento da coloração por MIB-1. Os 

primeiros estudos com este marcador mostraram resultados promissores (DUNTON et 
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al., 1997), porém o MIB-1 nunca foi testado em uma grande coorte. Quando comparado 

com outros marcadores, como o p16INK4a, geralmente apresenta menor sensibilidade e 

especificidade para detecção de HSIL (LONGATTO et al., 2005; HALLOUSH et al., 

2008). 

Apesar das pesquisas promissoras com MIB-1 e p16INK4a, entre outros, até o 

presente momento ainda não foi encontrado um biomarcador ideal para lesões de colo 

uterino. Portanto, são necessários outros métodos para detectar o potencial de infecção 

persistente e de progressão a formas invasivas nas neoplasias cervicais. Além do 

importante papel na determinação de prognóstico e comportamento biológico das 

neoplasias, a identificação de novos marcadores biológicos pode contribuir para o 

melhor rastreamento e tratamento do câncer de colo de útero. 

 

 

1.4 Câncer de Mama 

 

O câncer de mama é o tumor maligno mais comum entre as mulheres ocidentais 

e representa um importante problema de saúde pública. Segundo o Instituto Nacional do 

Câncer, para o ano de 2012 são estimados 52.680 novos casos e cerca de 12.000 mortes 

no Brasil. O câncer de mama é responsável por um terço das mortes por câncer em 

mulheres com idade entre 35-55 anos (INCA, 2012). De uma maneira geral, a 

incidência do câncer de mama vem aumentando nas últimas décadas, tanto em países 

desenvolvidos, quanto em países em desenvolvimento, como pode ser visualizado na 

figura 15.  
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Figura 15: Incidências de câncer de mama em diferentes países do mundo 

(GLOBALCAN, 2008). 

 

São fatores de risco a idade avançada, a exposição prolongada aos hormônios 

femininos, o excesso de peso, a história familiar, não ter tido filhos ou ter tido o 

primeiro filho após os 35 anos, menarca precoce e menopausa tardia (DAVIES et al., 

2011; MACCIÒ & MADEDDU, 2011). No entanto, há casos de mulheres que 

desenvolvem a doença sem apresentar fatores de risco identificáveis. 

As neoplasias malignas mamárias se dividem em tumores epiteliais (carcinomas) 

que podem ser de origem ductal ou lobular, e sarcomas que se originam no tecido 

conjuntivo. Os carcinomas são a maioria das neoplasias malignas da mama, sendo o 

carcinoma ductal invasor o tipo mais comum, presente em 90% dos casos. Os 

carcinomas ainda podem ser in situ, quando confinados aos ductos ou lóbulos, ou 

invasores, quando invadem o estroma. 

O rastreamento do câncer de mama tem como objetivo primordial detectar 

tumores insipientes, quando ainda não há comprometimento linfonodal e sistêmico. A 

detecção do câncer de mama em suas fases iniciais tem impacto significativo na redução 

da mortalidade e no aumento da expectativa de vida (MICHAELSON et al., 2003). 
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Portanto, muitos esforços da oncologia moderna estão focados em alcançar diagnósticos 

mais precoces, quando a doença ainda é limitada e os tumores são ressecáveis, 

possibilitando tratamentos com intenção curativa (HOWARD & BLAND, 2012).  

O tratamento para o câncer de mama é baseado em cirurgia, radioterapia e 

terapia sistêmica, esta última podendo incluir hormônio ou quimioterapia, além de 

tratamentos com drogas alvo. Estudos emergentes têm revelado mecanismos genéticos e 

moleculares de transformação neoplásica que estão levando a perspectivas terapêuticas 

mais individualizadas, potencialmente com maior efetividade e com redução de 

toxicidade e custos. Diversas características biomoleculares específicas já foram 

identificadas no câncer de mama, como mutações nos genes BRCA1 e BRCA 2 (GAGE 

et al., 2012; HARTMAN et al., 2012), superexpressão do receptor do EGFR-2 (HER-2) 

(ARTEAGA et al, 2011; TSANG & FINN, 2012) e ativação do VEGF (ALVAREZ et 

al., 2011; MONTERO et al., 2012). Além desses, muitos outros biomarcadores vêm 

sendo estudados, e os resultados obtidos até agora encorajam a busca e o 

desenvolvimento de novos compostos para o tratamento mais efetivo do câncer de 

mama. 

 

1.5 Câncer de Ovário 

 

 O câncer de ovário é o tumor ginecológico mais difícil de ser diagnosticado e o 

que apresenta as menores chances de cura. No ano de 2010 ocorreram 2.979 mortes no 

Brasil, e para o ano de 2012 são esperados 6.190 casos novos (INCA, 2012) (Figura 16).  
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Figura 16: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de ovário 

por 100.000 mulheres estimada para o ano de 2012, segundo a Unidade da Federação 

(INCA, 2012). 

 Devido a sintomas inespecíficos, ao diagnóstico em fases avançadas, à falta de 

biomarcadores confiáveis e à presença de tipos histológicos resistentes a drogas, o 

prognóstico e as taxas de cura em longo prazo são limitados, tornando o câncer de 

ovário a mais letal das neoplasias ginecológicas. Aproximadamente 70% das mulheres 

se apresentam com doença avançada ao diagnóstico, e 65% morrem dentro dos 

primeiros cinco anos (LUTZ. et al., 2012). 

Apesar de controvérsias quanto à histogênese dos tumores ovarianos, acredita-se 

que a maioria se origina do epitélio da superfície ovariana, sendo o carcinoma epitelial o 

subtipo mais comum. (FEELEY & WELLS, 2001). No passado, os carcinomas 

epiteliais ovarianos eram considerados uma única doença, tanto de uma perspectiva 

biológica como terapêutica.  Atualmente, com os avanços em estudos genéticos e 

patológicos, são reconhecidos diversos subtipos histológicos, os quais possuem 

diferentes fatores de risco, anormalidades genéticas e vias de sinalização oncogênicas, 
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que determinam seu comportamento biológico, resposta à quimioterapia e prognóstico 

(LALWANI et al., 2011). 

Os tumores ovarianos geralmente se disseminam localmente para a cavidade 

peritoneal, seguido por implantes no peritônio, invasão de intestino e bexiga. Nos 

estádios iniciais, o tratamento baseia-se em histerectomia total, salpingo-ooforectomia 

bilateral e omentectomia (YOUNG et al., 1983; ELATTAR  et al., 2011). Já em 

tumores grau III, densamente aderentes ou estádio IV, a chance de recidiva e morte é 

elevada, podendo atingir 30% (MONGA et al., 1991; KOLOMAINEN et al., 2003). 

Nesses casos, podem ser indicadas radioterapia (HEINZELMANN-SCHWARTZ, 

2011), quimioterapia intraperitoneal (JAABACK et al., 2011) ou quimioterapia 

sistêmica baseada em platina isolada ou em combinação com agentes alquilantes ou 

taxanos (MEI et al., 2010; PIGNATA et al., 2011). 

As terapias-alvo também estão sendo introduzidas para o tratamento câncer de 

ovário. O anticorpo monoclonal anti-VEGF, bevacizumab, é o mais estudado até o 

momento, tanto como monoterapia, quanto em associação com outras drogas, 

demonstrando aumentar o intervalo livre de doença e até mesmo a sobrevida global 

(MONK et al., 2005; BRAGHIROLI et al., 2012). Terapias dirigidas a membros da 

família do EGFR também estão sendo igualmente avaliadas com os anticorpos 

monoclonais anti-HER2, trastuzumab e pertuzumab (BOOK et al., 2003; SIMS et al., 

2012) e com o anticorpo monoclonal anti-HER1 cetuximab (SECORD et al., 2008). 

Inibidores de poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), inicialmente preconizados para 

tumores com mutações germinativas do gene BRCA, têm demonstrado atividade em 

neoplasias epiteliais ovarianas em estudos de fase I e II. As respostas têm sido 

observadas tanto em tumores deficientes em BRCA ou esporádicos (ZORN, 2012).  
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2 – OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

2.1.1 Avaliar a expressão de GRPR em amostras cervicais não neoplásicas, lesões pré-

invasivas e invasivas.  

2.1.2 Avaliar a influência de GRP/GRPR e BDNF/Trk na viabilidade de células de 

câncer de colo uterino, ovário e mama. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

2.2.1 Avaliar a expressão de GRPR em tecidos cervicais sadios, em neoplasias pré-

invasivas e invasivas através da técnica de imuno-histoquímica. 

2.2.2 Avaliar por imuno-histoquímica se existe diferença de expressão do GRPR entre 

as formas pré-invasivas (NIC I, II e III) e invasivas (carcinomas epidermóides e 

adenocarcinomas) de colo uterino. 

2.2.3 Avaliar por imuno-histoquímica se existe diferença de expressão do GRPR entre 

as lesões neoplásicas e os tecidos cervicais adjacentes. 

2.2.4 Avaliar a expressão de GRPR e p16 em esfregaços cervicais não neoplásicos e 

neoplásicos através da técnica de imunocitoquímica e em seus tecidos correspondentes 

através da técnica de imuno-histoquímica. 

2.2.5 Realizar o exame de Papanicolau em esfregaços cervicais não neoplásicos e 

neoplásicos. 
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2.2.6 Comparar a expressão de GRPR nos esfregaços cervicais com as amostras 

teciduais correspondentes. 

2.2.7 Comparar o potencial diagnóstico da análise da expressão de GRPR por 

imunocitoquímica com o exame Papanicolau. 

2.2.8 Avaliar a expressão de GRPR e BDNF em linhagens celulares de câncer de mama 

(MCF-7), ovário (OVCAR-3) e colo uterino (HeLa) através da técnica de Rt-PCR. 

2.2.9 Avaliar a viabilidade celular nas linhagens MCF-7, OVCAR-3 e HeLa após os 

tratamentos com GRP, antagonistas de GRPR, RC-3095, RC-3094-II, BDNF e 

antagonista de TrKB, K252a, através da técnica de MTT. 
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          Capítulo I 

   Gastrin-Releasing Peptide Receptor Expression in Cervical 

Cancer 

      Artigo publicado em Oncology em 2008 

Parte dos resultados apresentados neste capítulo foram previamente apresentados em 

formato preliminar na Dissertação de Mestrado da candidata (Cornelio, D.B., "Expres-

são do receptor do peptídeo liberador da gastrina em câncer decolo de útero", Disserta-

ção, Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, Universidade Fede-

ral do Rio Grande do Sul, 2007). 
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7. DISCUSSÃO GERAL 
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 O envolvimento dos neuropeptídeos GRP e BDNF com câncer vem sendo muito 

estudado nos últimos anos em diversos tipos e modelos tumorais. Porém, antes deste 

trabalho não havia dados na literatura quanto ao papel de GRP/GRPR em lesões 

displásicas e neoplásicas de colo uterino. Também havia consenso de que GRP teria um 

papel mitogênico em células tumorais, enquanto que o bloqueio de GRPR deveria inibir 

a proliferação celular. O presente estudo descreveu pela primeira vez os seguintes 

pontos: a expressão de GRPR em tecidos neoplásicos e sadios de colo uterino (capítulo 

I); a técnica de imunocitoquímica para GRPR, a expressão de GRPR em esfregaços 

cervicais e o potencial diagnóstico desta técnica para o diagnóstico de lesões de colo 

uterino (capítulo II); o efeito antiproliferativo do tratamento de células de câncer de colo 

uterino, mama e ovário com GRP e o inverso aumento da viabilidade celular com o 

bloqueio de GRPR com o antagonista RC-3095 (capítulo III). 

 Os resultados do estudo do capítulo I evidenciaram superexpressão de receptores 

de GRPR em neoplasias cervicais humanas. Estes receptores também foram 

encontrados, em menor densidade, nas ectocervices adjacentes às lesões neoplásicas, 

enquanto que praticamente não foram mensuráveis nas endocérvices. De acordo com o 

nosso conhecimento, esta avaliação da expressão do GRPR em câncer de colo de útero 

não havia sido previamente descrita na literatura. 

 Os peptídeos semelhantes ao GRP podem ser encontrados em tecidos normais, 

desempenhando funções fisiológicas. Durante o desenvolvimento fetal, a presença de 

GRPRs já foi estabelecida em diversas localizações nos sistemas respiratório, nervoso, 

urogenital e gastrintestinal (BATTEY et al., 1994). Em adultos, já foram demonstrados 

GRPRs em células sanguíneas periféricas de indivíduos sadios (SHINGYOJI et al., 

2003) e em vários órgãos, como o estômago (FERRIS et al., 1997) e o pâncreas (XIAO 

et al., 2001). Alguns autores demonstraram a expressão ubíqua destes receptores em 
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lóbulos e dutos mamários sadios, sugerindo papel do GRP na fisiologia da mama 

(GUGGER & REUBI, 1999).  

Quanto ao trato genital feminino, já foram encontradas elevadas concentrações 

de BLPs em tecidos vaginais de ratas (GHATEI et al., 1985). Adicionalmente, já foram 

descritas funções fisiológicas do GRP em contrações da musculatura lisa uterina 

(STJERNQUIST et al., 1986) e no crescimento de células do estroma endometrial 

humano (ENDO et al., 1991). Também em humanos, diversas estruturas uterinas como 

miométrio, glândulas endometriais e vasos foram capazes de expressar GRPRs em 

condições fisiológicas. Fleishmann e colaboradores (2005) avaliaram tecidos uterinos 

sadios e neoplásicos e descreveram superexpressão de GRPRs no miométrio normal, em 

todas as fases do ciclo menstrual e na pós-menopausa, bem como no endométrio 

funcional. 

Histologicamente, a ectocérvice é recoberta por epitélio estratificado escamoso, 

que é essencialmente idêntico ao epitélio que recobre a vagina. Na medida em que 

GRPRs já foram descritos em tecidos vaginas sadios (GHATEI et al., 1985), encontrar 

estes receptores em nossas amostras já era esperado, salientando que a imunosinalização 

foi sempre menos intensa quando comparada às respectivas lesões neoplásicas. Uma 

possibilidade a considerar é que os GRPRs poderiam estar envolvidos na promoção de 

efeitos tróficos nas ectocérvices. Entretanto, quando avaliamos amostras cervicais não 

neoplásicas, não encontramos GRPRs nas ectocérvices. Com base nesses achados, 

hipotetizamos que a presença de GRPRs nas ectocérvices adjacentes a tumores ou 

displasias poderia representar um evento molecular precoce na carcinogênese cervical. 

Em contraste, as endocérvices praticamente não exibiram GRPRs. Uma explicação 

possível é que este tecido apresenta uma taxa de “turnover” menor comparada à 
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ectocérvice, a qual está constantemente exposta às injúrias do meio. Esta questão ainda 

necessita de estudos adicionais para ser elucidada. 

No câncer, o GRP já está estabelecido como fator de crescimento, com efeitos 

mitogênicos autócrinos e parácrinos, atuando também como morfogene e como agente 

proangiogênico (PATEL et al., 2006). Os GRPRs já foram localizados em muitas 

neoplasias humanas através de diferentes métodos, mais comumente ensaios de ligação 

ao receptor, detecção de RNAm com rt-PCR, ou imuno-histoquímica (CORNELIO et 

al., 2007). Com o emprego de técnicas tão distintas, os resultados na distribuição do 

receptor são variáveis entre os estudos. Mesmo quando utilizados métodos iguais, a 

quantificação dos resultados não é uniforme entre os autores. Neste estudo optamos pelo 

método da imuno-histoquímica, por ser uma tecnologia simples e acessível, sendo 

amplamente empregada em rotinas de patologia. Além disso, a imuno-histoquímica 

preserva a arquitetura dos tecidos e a morfologia celular, de maneira que as reações 

imunológicas podem ser atribuídas a subpopulações específicas.  

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram reação imunológica 

positiva difusa em 99% das lesões neoplásicas, com a grande maioria exibindo um forte 

padrão de coloração. Estes achados são concordantes com a expressão aberrante exibida 

em outros tipos de câncer já estudados. No câncer de próstata, as amostras se mostraram 

100% positivas para expressão de GRPR por diferentes autores e diferentes métodos 

(BARTHOLDI et al., 1998; MARKWALDER & REUBI, 1999; REUBI et al., 2002). 

Quando foram avaliados os respectivos tecidos sadios adjacentes às lesões, eles 

raramente expressaram quantidades mensuráveis de GRPRs ou exibiram sinais fracos 

de coloração (BARTHOLDI et al., 1998; MARKWALDER & REUBI, 1999). Baseado 

nestes achados foi proposto que estes receptores poderiam ser úteis na diferenciação 

entre hiperplasia e neoplasia. Chave e colaboradores (2000) avaliaram tecidos colo 
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retais normais e neoplásicos e detectaram GRPRs em todas as amostras, mas com 

superexpressão nas tumorais, reforçando o papel do GRP como fator de crescimento 

autócrino no processo carcinogênico. Outros pesquisadores também demonstraram 

expressão de GRPR no carcinoma de rim, mas não nos tecidos renais normais 

(PANSKY et al., 2000). Resultados semelhantes foram obtidos analisando pacientes 

com neuroblastomas (SEBESTA et al., 2001) e carcinomas escamosos de cabeça e 

pescoço (LANGO et al., 2001), em que os receptores foram encontrados em todas as 

amostras avaliadas. Como podemos observar, a expressão de GRPRs é muito mais 

comumente encontrada em malignidades do que em tecidos humanos sadios. O que 

permanece incerto é se a expressão de GRPR é apenas um marcador tumoral ou se 

sinaliza um comportamento biológico agressivo destas neoplasias. 

Na tentativa de responder esta questão, objetivou-se neste primeiro estudo 

correlacionar os níveis de expressão de GRPR com os diferentes graus do câncer de 

colo uterino, para verificar se haveria uma maior densidade de receptores em lesões 

mais invasivas. Alguns autores foram capazes de associar maior incidência de GRPRs 

em carcinomas mais agressivos ou pobremente diferenciados (SAURIN et al., 1999; 

SUN et al., 2000a; KIM et al., 2002). Em nossa análise, entretanto, não foram 

encontradas diferenças significativas entre os diferentes subtipos patológicos; os 

receptores estavam quantitativamente presentes em todas as amostras, de NIC I a câncer 

invasor. Estes resultados são consistentes com outros estudos, onde a expressão de 

GRPR não pôde ser associada a fatores patológicos ou prognósticos (SUN et al., 2000b; 

SEBESTA et al., 2001). 

Os resultados obtidos nesta primeira pesquisa nos motivaram a seguir avaliando 

GRPR em colo uterino como um potencial biomarcador. No estudo do capítulo II, 

procuramos avaliar a presença de GRPRs em esfregaços cervicais através da técnica de 
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imunocitoquímica, no intuito de detectar lesões displásicas e neoplásicas, dadas as 

limitações no rastreamento com o teste citopatológico convencional.  

O teste citopatológico de Papanicolau consiste em um método subjetivo de 

avaliação morfológica das células cervicais e permanece até hoje como o exame de 

escolha para a detecção de câncer cervical. Embora seja a principal ferramenta no 

rastreamento do câncer de colo de útero, não é um teste ideal por não possuir elevada 

sensibilidade (SHARMA & MENON, 2006). Nos últimos anos, avanços tecnológicos 

foram instituídos na coleta e processamento das amostras, com impacto positivo na 

detecção de lesões cervicais. No entanto, a interpretação morfológica dos testes 

citológicos ainda apresenta limitações. Tem sido demonstrado que as interpretações 

errôneas e as discrepâncias interobservadores são comuns, especialmente dentro das 

categorias de ASCUS e LSIL (STOLER & SCHIFFMANN, 2001). De fato, muitas das 

lesões caracterizadas como ASCUS ou LSIL na verdade consistem em lesões de alto 

grau (ARBYN et al., 2008). Assim, é importante buscar um método confiável para o 

diagnóstico de lesões cervicais, para ser utilizado independentemente ou em conjunto 

com o teste de Papanicolau convencional.  

O primeiro objetivo do estudo do capítulo II foi avaliar a possibilidade de 

realizar a técnica de imunocitoquímica com GRPR, já que esta não havia sido descrita 

previamente para nenhum tipo de tumor. Fomos capazes de realizar a técnica com 

sucesso, utilizando o mesmo fixador empregado para o exame de Papanicolau. Das 66 

amostras analisadas, apenas três não puderam ser interpretadas devido a falhas na 

técnica de coloração. 

Para a interpretação dos resultados, a intensidade da coloração não foi graduada 

como na técnica de imuno-histoquímica, com o intuito de evitar conclusões subjetivas. 
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Conforme descrito por Guo et al. (2008) para a expressão de p16, nós avaliamos 

quantitativamente a presença de células imunopositivas em um campo microscópico de 

média potência. Uma vez que esta foi a primeira descrição da expressão de GRPR por 

imunocitoquímica em esfregaços do colo do útero, não tínhamos parâmetros anteriores 

com GRPR para comparar. Portanto, baseamos nossa pesquisa em dados de estudos de 

imunocitoquímica com p16. Verificamos que não há consenso até agora, de um método 

padrão para a interpretação dos resultados de imunocitoquímica, particularmente em 

esfregaços cervicais. Ainda não existem argumentos claros para o estabelecimento de 

um ponto de corte, a partir do qual uma amostra é considerada positiva. Na revisão 

sistemática e meta-análise de Klaes e colaboradores (2001), o ponto de corte para 

positividade de p16 variou de uma célula até mais de 30% de células coradas. Neste 

trabalho, consideramos expressão positiva de GRPR a presença de mais de cinco células 

coradas. 

A expressão de GRPR foi positiva na grande maioria das lesões cervicais; em 

83% de NIC I, 86% de NIC II-III e em 100% das amostras de carcinomas invasivos. 

Comparado ao p16, o marcador mais estudado para displasia de colo de útero, essa 

expressão de GRPR foi maior do que a de p16 em NIC I e equivalente em CIN II-III, de 

acordo com os dados reportados em uma meta-análise da expressão de p16. Embora 

com ponto de corte variável, a positividade média de p16 para NIC I e NIC II-III foi de 

45% (37-57%) e 89% (84-95%), respectivamente (KLAES et al., 2001). A maioria das 

células com expressão de GRPR exibiu predominantemente coloração citoplasmática. 

Este achado é semelhante aos nossos resultados prévios com imuno-histoquímica de 

GRPR.  

Nos esfregaços alterados de acordo com o teste de Papanicolau, a 

imunosinalização não foi limitada apenas a células displásicas, mas também pôde ser 
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visualizada em algumas células epiteliais normais. Por outro lado, a expressão de GRPR 

foi raramente detectada em esfregaços normais. Isso confirma nossos achados 

anteriores, ou seja, as células normais adjacentes a lesões exibiram receptores de GRP, 

contrastando com a pouca ou ausente sinalização em tecidos não malignos.  Concluímos 

que a presença de GRPRs nesses casos pode representar um evento molecular precoce 

na carcinogênese cervical. 

Naquelas pacientes com esfregaços alterados foram realizadas biópsias ou 

cirurgias. A análise imuno-histoquímica de GRPR mostrou positividade de 88%, 

geralmente com um sinal forte nos epitélios displásicos e neoplásicas, claramente 

diferente dos epitélios normais adjacentes ou do estroma. Esta expressão foi ainda maior 

do que a encontrada no estudo do capítulo I, em que 78,4% dos tecidos exibiram 

coloração difusa moderada ou forte. Também foi realizada análise imuno-histoquímica 

de p16 nestas amostras, e evidenciou praticamente os mesmos resultados do que a 

expressão de GRPR, ou seja, 88,4% de positividade. 

GRPR foi homogeneamente expresso nos diferentes graus de NIC e carcinomas 

de células escamosas, tanto nos esfregaços, quanto nos tecidos. Não encontramos 

associação entre um maior número de células positivas com um aumento da severidade 

das lesões, achado também congruente com o primeiro estudo. O grau de concordância 

entre a expressão de GRPR em esfregaços do colo do útero e dos tecidos 

correspondentes foi de 88%. Este resultado é bastante interessante, já que através de 

uma técnica não invasiva como a coleta do raspado cervical, podemos obter uma 

informação bastante fidedigna do status de expressão tecidual de GRPR.  

No presente estudo o exame de Papanicolau apresentou sensibilidade de 77,4% e 

especificidade de 65,6%. Uma revisão sistemática da sensibilidade e especificidade dos 
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testes citológicos convencionais encontrou vieses em muitos estudos e uma grande 

variação nos seus resultados. Avaliando aqueles com melhor metodologia e controles 

válidos, a sensibilidade de um exame Papanicolau para o diagnóstico de NIC I ou lesão 

mais avançada variou de 30 a 87%, com especificidade 86-100% (NANDA et al., 

2000). De acordo com a literatura atual, existe claramente uma correlação entre os 

resultados citológicos anormais e os respectivos exames anátomo-patológicos, mas uma 

correspondência direta é encontrada em apenas metade dos pacientes (ALTS GROUP, 

2003). Consistente com esta informação, nossos resultados dos exames Papanicolaou 

coincidiram com o diagnóstico histológico em apenas 32,2% das amostras neoplásicas 

analisadas. É importante salientar que três carcinomas invasores foram 

subdiagnosticados pelo teste de Papanicolau em nosso estudo. 

 Outra questão importante foi avaliar lesões classificados como ASCUS com 

respeito à expressão de GRPR. Está bem estabelecido na literatura que o exame 

Papanicolau é menos sensível quando as alterações citológicas são classificadas como 

ASCUS (ALTS GROUP, 2000). Adicionalmente, o diagnóstico de ASCUS tem 

considerável variabilidade interobservadores, mesmo entre patologistas especializados. 

No estudo ASCUS/LSIL, a concordância diagnóstica foi de apenas 55% entre os casos 

de ASCUS (ALTS GROUP, 2003). Infelizmente, a baixa sensibilidade do teste de 

Papanicolau nesta questão afeta milhões de mulheres, porque até 5% de todos os 

exames Papanicolau são classificados como ASCUS, e apenas uma pequena parcela das 

pacientes (5 - 17%) efetivamente terá lesões NIC II-III que necessitam de tratamento. 

Inversamente, existem casos em que exames ASCUS podem corresponder a lesões mais 

avançadas, incluindo câncer invasor, e não podem ser subtratados (NYGARD et al., 

2003). Nós obtivemos uma proporção maior de resultados ASCUS em relação à 

população normal, pois o estudo foi realizado em um centro de referência de patologia 
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cervical. Sete de 16 amostras classificadas como ASCUS correspondiam a colposcopias 

normais no grupo controle e 9 correspondiam a lesões displásicas ou neoplásicas 

comprovadas por análise histológica. A imunocitoquímica de GRPR mostrou alta 

acurácia (80%) no diagnóstico de lesões classificadas como ASCUS, quer em detectar a 

presença ou ausência de lesões.  A sensibilidade foi de 88% e a especificidade de 71%, 

enquanto que os valores preditivos positivos e negativos foram de 77% e 83%, 

respectivamente. No presente trabalho, duas pacientes encaminhadas para colposcopia 

devido a um diagnóstico ASCUS apresentavam carcinomas invasivos. Nestas amostras, 

GRPR estava fortemente expresso.   

Finalmente, um dos principais objetivos deste segundo estudo foi comparar a 

utilidade diagnóstica da expressão de GRPR por imunocitoquímica com o exame 

Papanicolau. A sensibilidade da expressão de GRPR em detectar lesões foi de 87,5%, 

contrastando com 77,4% do exame Papanicolau, ou seja, 10,1% maior. Também na 

especificidade houve um ganho de 11,1%, comparando valores de 76,7% da expressão 

de GRPR com 65,6% do exame Papanicolau.  Estes resultados não atingiram 

significância estatística devido ao limitado tamanho da amostra. Todavia, o principal 

objetivo deste trabalho era avaliar se a expressão de GRPR poderia ser utilizada como 

uma potencial ferramenta diagnóstica. A condução de um estudo incluindo um número 

maior de mulheres é necessária para poder comprovar o benefício da técnica de 

imunocitoquímica de GRPR na detecção de lesões cervicais. 

No capítulo III avaliamos o efeito dos neuropeptídeos GRP e BDNF e de 

antagonistas de seus respectivos receptores, GRPR e Trk, na viabilidade celular de 

linhagens de câncer de mama (MCF-7), colo uterino (HeLa) e ovário (OVCAR-3). O 

principal achado deste estudo é que o bloqueio farmacológico de GRPR promoveu 

proliferação celular nestas linhagens, enquanto que o tratamento com GRP 
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inversamente diminuiu a viabilidade celular. Tais resultados são contrastantes ao 

reconhecido papel mitogênico de GRP descrito em várias evidências anteriores (PATEL 

et al., 2006; CORNELIO et al., 2007). Além disso, a inibição de TRK reduziu a 

viabilidade das linhagens testadas de ovário, colo de útero e mama, porém o tratamento 

com BDNF não produziu alterações na viabilidade celular. 

Antagonistas de GRPR já demonstraram reduzir o crescimento de tumores 

experimentais de mama e ovário in vivo (YANO et al., 1994; MIYAZAKI et al., 1998; 

CHATZISTAMOU et al., 2001). Entretanto, o efeito de agonistas e antagonistas de 

GRPR no crescimento das células tumorais parece depender criticamente de culturas 

celulares específicas e das condições experimentais. Alguns pesquisadores descreveram 

que bombesina em doses entre 0.001 a 1 µM estimulou, enquanto que o RC-3095 em 

doses entre 0.01 a 10 µM inibiu a proliferação celular de linhagens celulares de câncer 

de mama, apenas quando as células foram cultivadas em soro bovino fetal (FBS) 

inativado pelo calor ou tratado com carvão coberto com dextran, mas não com FBS não 

tratado (YANO et al., 1994).  Os autores sugeriram que BLPs ou outros fatores de 

crescimento presentes no meio de cultura poderiam competir com os ligantes de GRPR, 

alterando, assim, a resposta celular aos tratamentos. Outros pesquisadores relataram que 

bombesina não alterou a proliferação celular de células MCF-7, apesar de as células 

expressarem sítios de ligação para GRP e de bombesina estimular a mobilização de 

cálcio e a hidrólise de inositol (PATEL & SCHREY, 1990). As disparidades 

encontradas entre os estudos podem ser atribuídas a diferenças nos clones celulares, nas 

condições das culturas ou nos métodos utilizados para avaliar a proliferação e 

viabilidade (por exemplo, exclusão por trypan blue ou MTT) entre os diversos 

laboratórios. Em um estudo prévio em nosso laboratório utilizando células de 

neuroblastoma Neuro 2A, verificamos que uma dose menor de RC-3095 reduziu, 
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enquanto que uma dose maior aumentou a viabilidade celular (ABUJAMRA et al., 

2009). Achados semelhantes já foram descritos por diversos autores. Tanto em 

experimentos com linhagens celulares de câncer (PINSKI et al., 1994; FLORES et al., 

2008), como em outros modelos experimentais (ROESLER et al., 2003, ROESLER et 

al., 2006a; CZEPIELEWSKI et al., 2012), agonistas e antagonistas de GRPR 

frequentemente demonstram padrões de dose-resposta nos quais doses intermediárias 

apresentam efeitos biológicos mais pronunciados, enquanto doses mais elevadas 

produzem efeitos opostos ou nenhum efeito. 

Tomados em conjunto, estes dados permitem inferir que os efeitos de agonistas e 

antagonistas de GRPR podem variar consideravelmente na dependência das dosagens 

das drogas e na presença de GRP endógeno e outros fatores no microambiente tecidual, 

que podem ter implicações nos efeitos in vivo tanto em animais de experimentação 

como em pacientes de estudos clínicos. 

Apesar de diversos mecanismos moleculares da sinalização de GRPR já terem 

sido descritos e implicados na regulação do crescimento das células neoplásicas, os 

mecanismos subjacentes aos efeitos estimulatórios do bloqueio de GRPR observado no 

presente estudo e experimentos prévios (ABUJAMRA et al., 2009) permanece incerto e 

deve ser investigado em estudos subsequentes. Conforme descrito anteriormente, as 

respostas celulares à ativação de GRPR são mediadas por múltiplas vias de sinalização 

de proteínas quinases, incluindo PKC, PLC, MAPK, ERK e PI3K (revisado por 

JENSEN et al., 2008). Estudos direcionados especificamente a tumores experimentais 

de mama indicaram que GRPR também estava associado com migração celular e 

expressão de interleucina-8, enquanto que antagonistas de GRPR levaram à redução da 

expressão de HER2 em células de câncer de mama (CHAO et al., 2009). O bloqueio de 

GRPR com antagonistas também reduziu a expressão de EGFR e dos oncogenes c-jun e 
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c-fos em tumores de mama e ovário experimentais (YANO et al., 1999; 

CHATZISTAMOU et al., 2000; CHATZISTAMOU et al., 2001).  

A sinalização de BDNF/TrkB tem sido implicada em promover sobrevida nas 

células de câncer, bem como resistência à quimioterapia (HUANG & REICHARDT, 

2003; DESMET & PEEPER, 2006; ROESLER et al., 2011). Estudos prévios com 

linhagens celulares de câncer de mama e ovário sugeriram que BDNF/TrkB estimulam a 

sobrevida celular e migração (QIU et al., 2006; YU et al., 2008; AU et al., 2009; 

VANHECKE et al., 2011). Nossos achados de que o inibidor K252a diminuiu a 

viabilidade celular são consistentes com a visão de que TrkB deve continuar a ser 

explorado como potencial alvo antitumoral em neoplasias de mama e ginecológicas. 

Como TrkB pode interagir com GRPR e outros receptores de fatores de crescimento, 

incluindo EGFR, na regulação da sobrevida e proliferação (QIU et al., 2006; DE 

FARIAS et al., 2010), compostos combinados dirigidos a ambas as vias de sinalização 

de neuropeptídios e neurotrofinas podem ser uma estratégia eficaz para inibir o 

crescimento de tumores. 
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8. CONCLUSÕES 
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 GRPR é amplamente expresso em neoplasias cervicais pré-invasivas e 

invasivas; 

 GRPR é igualmente expresso em neoplasias pré-invasivas e invasivas de 

colo uterino, não sendo verificada associação entre expressão e 

agressividade; 

 GRPR é mais fortemente expresso nas lesões cervicais do que nos tecidos 

não neoplásicos adjacentes; 

 Em amostras cervicais não neoplásicas, GRPR não demonstra expressão 

em ectocérvices; 

 GRPR pode sinalizar um evento molecular precoce na carcinogênese 

cervical;  

  A expressão de GRPR pode ser avaliada através da técnica de 

imunocitoquímica em células de esfregaços cervicais; 

 GRPR e p16 são amplamente expressos em esfregaços de neoplasias 

cervicais pré-invasivas e invasivas; 

 Existe forte concordância entre a expressão de GRPR e p16 nos 

esfregaços cervicais e seus tecidos correspondentes, inferindo que os 

achados nos esfregaços são representativos dos eventos teciduais 

subjacentes; 

 A expressão de GRPR demonstrou potencial diagnóstico superior ao 

exame Papanicolau convencional para detecção de lesões de colo uterino; 
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 A expressão de GRPR demonstrou elevada acurácia para o diagnóstico 

de lesões ASCUS; 

 GRPR e BDNF são expressos em linhagens celulares de câncer de mama 

(MCF-7), ovário (OVCAR-3) e colo uterino (HeLa) através de Rt-PCR; 

 O bloqueio farmacológico de GRPR promoveu proliferação celular em 

linhagens de câncer de mama, ovário e colo uterino, enquanto que o 

tratamento com GRP inversamente diminuiu a viabilidade celular. 

 A inibição de TRK reduziu a viabilidade celular das linhagens de ovário, 

colo de útero e mama. 
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9. PERSPECTIVAS 
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O presente trabalho deixa importantes perspectivas no sentido de aplicar os 

achados científicos na prática clínica. Através de nossos resultados fomos capazes de 

submeter três pedidos de patente ao INPI.  A autora, juntamente com outras duas sócias, 

fundou a empresa Ziel Biosciences, atualmente incubada na Incubadora Empresarial do 

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

A patente “Uso de Anticorpos Anti-GRPR, Método de Detecção e Kit de 

Diagnóstico de Lesões Displásicas Neoplásicas” já se encontra em processo de 

licenciamento para a Ziel Biosciences e em breve daremos início ao desenvolvimento de 

um anticorpo próprio. Acreditamos que o GRPR pode ser utilizado como um marcador, 

em conjunto ou isoladamente ao exame Papanicolau, para o rastreamento e diagnóstico 

de lesões de colo uterino.  

As outras patentes “Composição Compreendendo Agentes Moduladores Antitumorais, 

Método de Modulação de Tumores Utilizando Agentes Moduladores e Uso de Agentes 

Moduladores de BDNF/TrkB Para Modulação da Resistência a Agentes Antitumorais” e “Uso 

de Agentes Moduladores (GRP) para Preparação de Medicamentos Antitumorais, Composição 

Compreendendo Agentes Moduladores Antitumorais, Método de Modulação de Tumores 

Utilizando Agentes Moduladores” relacionam-se a dados mais embrionários, e necessitam de 

estudos mais aprofundados, tanto in vitro como in vivo, para um potencial desenvolvimento de 

produtos. 
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          Anexo I 

   HER2 as a cancer stem-cell target 

       Artigo publicado em Lancet Oncology em 2010 
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          Anexo II 

   Depósito de Pedido de Patente “Uso de Anticorpos Anti-

GRPR, Método de Detecção e Kit de Diagnóstico de Lesões Displásicas 

Neoplásicas” 

   

Inventores: Daniela Baumann Cornelio, Rafael Roesler, Gilberto Schwartsmann 

Número de protocolo PI 1102458-5, 2011. 



121 

 

 



122 

 

 



123 

 

 

 

 

 

 

 

 



124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Anexo III 

Depósito de Pedido de Patente “Composição Compreendendo Agentes 

Moduladores Antitumorais, Método de Modulação de Tumores Utilizando Agentes 

Moduladores e Uso de Agentes Moduladores de BDNF/TrkB Para Modulação da 

Resistência a Agentes Antitumorais” 

   

   Inventores: Ana Lucia Abujamra, Caroline Brunetto de 

Farias, Daniela Baumann Cornelio, Gilberto Schwartsmann, Rafael Roesler 

Número de protocolo PI BR 10 2012 010889-5, 2012. 

 

Esta patente será anexada às teses das alunas de doutorado Caroline Brunetto de Farias e 

Daniela Baumann Cornelio. 
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        Anexo IV 

Depósito de Pedido de Patente “Uso de Agentes Moduladores (GRP) para 

Preparação de Medicamentos Antitumorais, Composição Compreendendo Agentes 

Moduladores Antitumorais, Método de Modulação de Tumores Utilizando Agentes 

Moduladores” 

   

   Inventores: Ana Lucia Abujamra, Caroline Brunetto de 

Farias, Daniela Baumann Cornelio, Gilberto Schwartsmann, Rafael Roesler 

Número de protocolo BR 102012012574-9, 2012. 

 

Esta patente será anexada às teses das alunas de doutorado Caroline Brunetto de Farias e 

Daniela Baumann Cornelio. 
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