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RESUMO

A familia erbB € composta por quatro membros: erbB1, erbB2, erbB3 e
erbB4. Essa familia tem aparecido amplamente em diversos trabalhos, porém, o
estudo particular da proteina erbB3 no cancer de pulmao ainda permanece muito
restrito.

O objetivo desse estudo foi descrever a frequéncia de expressdo da
proteina erbB3 em amostras de cancer de pulmdo n&o-pequenas (NSCLC)
células, assim como correlacionar os achados da frequéncia de expressao da
proteina com as seguintes caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes como:
idade, género, tipo histolégico, estadiamento patologico, grau histolégico, ébito e
sobrevida.

Um total de 66 espécimes foram analisados por imuno-histoquimica. A
frequéncia de expressao da proteina erbB3 esteve presente em 57 casos (86,4%),
Nao foi encontrada relagdo estatisticamente significativa entre a frequéncia de
expressdo da proteina e as variaveis: idade, género, tipo histolégico,
estadiamento, grau histolégico, ébito e sobrevida. Entretanto, quando as amostras
foram agrupadas em categorias de expressao entre 0 e 75% e 75 e 100% das
células tumorais positivas para a proteina erbB3, houve significancia estatistica
com relagdo ao grau histolégico (P=0,04) sendo o de maior frequéncia o grau
histolégico tipo Il (72,5%).

Embora n&o tenha sido possivel correlacionar a presenga da expressao da
proteina erbB3 com o progndstico e os outros parédmetros clinicos, provavelmente
devido ao pequeno numero de amostras investigadas neste estudo, foi possivel
observar a presenga desta proteina em 86,4% das amostras estudadas,
comprovando que, assim como o EGFR e o erbB2, o erbB3 pode ser encontrado
no NSCLC de forma bastante pronunciada. E possivel que informacdes relativas a
expressao dos outros membros desta familia nestas mesmas amostras, possam
trazer novas interpretagdes, lembrando, novamente, que seus membros, ja
caracterizados como proteinas participantes na oncogénese, atuam de forma

sinérgica.



Palavras-Chave: Cancer de pulmao nao-pequenas células, imuno-histoquimica,
erbB3, carcinoma epidermdide, adenocarcinoma, carcinoma adenoescamoso e
erbB3.



ABSTRACT

Four members belong to the erbB family, erbB1, erbB2, erbB3, and erbB4.
Several reports have investigated the expression of members from this family,
however with only few regarding to the role of erbB3 on non-small cell lung cancer
(NSCLC).

The aim of this study was to describe the expression frequency of erbB3
protein in NSCLC and evaluate a possible relationship with clinical parameters
such as: age, gender, histological subtype, stage, histological grade, and survival.

A total of 66 samples were analyzed by immunohistochemistry. ErbB3
expression frequency was detected in 57 samples (86.4%). No statistical
significance was found between expression degree and age, histological subtype,
stage, histological grade, and survival. However, when samples were classified
into two expression categories (0-75% and 75-100%) a statistic significance was
found (P=0.04) related to grade Il (72.5%).

Although we did not found a relation between erbB3 expression and clinical
and/or pathological parameters, probably due to the low sample number, it was
possible to define that 86.4% of samples did express the erbB3 protein in at least
25% of the tumor cells. This result agrees with other described in the literature.
Investigation of other members belonging to this family in the same sample here
evaluated could improve the results obtained since they have been implicated with
tumor malignancy and that their role in tumorigenesis is probably associated to a
collaborative interaction.

Keywords: Non-small cell lung cancer, immunohistochemistry, squamous cell

carcinoma, adenocarcinoma, adenosquamous cell carcinoma and erbB3.
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1. INTRODUGAO

1.1 A Natureza do Cancer

O conceito de cancer esta longe de ser definido por um s6 ponto de vista,
ou por uma légica comum, principalmente por ser uma doenga extremamente
complexa e possuir multiplos mecanismos que atuam no seu desenvolvimento e
na sua manifestacdo. As definigbes para o cancer em geral partem das
propriedades e das caracteristicas apresentadas pelas células cancerosas. Dessa
forma poderiamos ter diferentes conceitos com relagdo ao termo cancer, porém,
procuraremos nos limitar a apenas trés.

Pelo enfoque da patologia, o cancer resultaria de uma proliferagcdo anormal
de qualquer tipo de célula do corpo, podendo assim ter mais de cem tipos de
cancer variando substancialmente quanto ao seu comportamento e resposta ao
tratamento. Importante também, é mencionar que a designagao de cancer, cabe
somente aos tumores classificados como malignos.”

O cancer também pode ser caracterizado por apresentar um crescimento
descontrolado e por uma propagacgao de células que podem atingir a maioria dos
tecidos do organismo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, OMS (WHO=
World Health Organization), pode ser considerado como uma doenga de saude
publica no mundo inteiro, afetando todas as pessoas, desde jovens a idosos, ricos
ou pobres, homens, mulheres e criangas.?

Para a Sociedade do Cancer Americana, (ACS= American Cancer Society),
0 cancer seria considerado como um termo genérico para um grupo de doengas,

podendo ter como causas: fatores externos (tabaco, agentes quimicos, radiagao e
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infeccbes do organismo) e fatores internos (mutagcdes herdadas, hormonais,
condigdes imunes e mutagdes decorrentes do metabolismo), sendo que esses
fatores causais podem atuar de forma simultadnea ou isolada promovendo o inicio
da carcinogénese. Ainda de forma geral, todos os canceres se relacionam com o
mau funcionamento dos genes responsaveis pelo controle do crescimento e
divisdo celular. Estima-se que aproximadamente 5% de todos os canceres
possuem um forte comprometimento hereditario, sendo o restante causado
principalmente por dano (mutagcbes) aos genes que sado adquiridos durante a
vida.®

Tendo apresentado alguns conceitos que norteardo este trabalho quanto a
definichko do que é o cancer, necessitamos, a partir disso, definir quais
mecanismos e processos levariam a malignidade do cancer.

Diversas explicagbes e argumentos também poderiam nos levar a
responder a esse questionamento, porém, resume-se a questdo principalmente
através do equilibrio, controle e mecanismos de regulacédo celular que, quando
desregulados, acabam levando a célula e o organismo ao desenvolvimento de
uma neoplasia. Diante disso, para mantermos a integridade de determinados
tecidos, assim como garantir suas fungdes, € necessario que se mantenha um
equilibrio entre proliferacdo e morte celular, ou seja, um adequado funcionamento
e regulacao desse processo como um todo. Este equilibrio € mantido através de
um complexo sistema de sinalizacdo intra e extracelular, mais conhecido
atualmente pelo termo: sinalizagdo celular. Caso este equilibrio seja perdido, as
células passam a se proliferar de forma anémala, formando uma massa de células

desordenadas que constituem um tumor primario. Seguindo o descontrole,
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consequente das alteragcbes que ocorrem no conteudo genético da célula normal,
a célula alterada, por adquirir uma maior capacidade de proliferacdo em relagao
as células vizinhas (“vantagem”), sofre uma selegcdo clonal seguido de uma
expansao clonal, transmitindo geneticamente a alteragdo para todas as células
que, a partir dela, se originam.4 No processo de progressdo tumoral, algumas
células do tumor primario ao perder a capacidade de adesdo, invadem a
membrana basal do tecido de origem através da producdo de enzimas
proteoliticas, atravessam a parede dos vasos sanguineos, caem na circulagao e
formam areas de proliferagdo em outros tecidos, caracterizando as metastases.
Devido a complexidade e a existéncia de vias alternativas do controle da
proliferacdo celular, e de mecanismos de reparo que a célula possui, torna-se
necessario a ocorréncia de alteragdes adicionais e sucessivas em diferentes
genes para que haja a formagdo de um tumor. Cada nova alteracdo é
acompanhada de uma nova onda de expansao clonal e, ao final desse processo,
surge uma populagao celular com grande potencial de crescimento e invasao, um
tumor maligno.5 Todos esses eventos compreendem o processo de
carcinogénese, definido de forma conceitual, como sendo um processo através do
qual as células normais transformam-se em células tumorais. Interessante
observar que todas essas etapas ajudam a afirmar que a célula tumoral inicial ndo
possui todas as caracteristicas malignas desde sua origem, sendo esse um
principio importante da clonalidade.®

Ao nivel celular, a carcinogénese deve ser vista como um processo multiplo
envolvendo mutagdes e selegdo de células com um significativo aumento na

capacidade de proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase. Divide-se
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basicamente em quatro estagios, a saber: iniciagcdo, promogao, conversao
maligna e progressao do tumor. A Figura 1 mostra um diagrama esquematico dos

processos envolvidos na carcinogénese.
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A questdo torna-se mais complexa quando olhada através dos diversos
mecanismos moleculares, genéticos e cromossémicos aberrantes, presentes no
processo de transformagao neoplasica. A presenca de alteragdes em oncogenes,
proto-oncogenes, fatores de crescimento, proteinas de regulagao do ciclo celular,
proteinas supressoras tumorais’ e de angiogénese®, sdo alguns exemplos dos
marcadores encontrados no processo neoplasico. Os exemplos supracitados
contribuem para a compreensao de que o cancer deve ser considerado como uma
doenga complexa, onde o meio ambiente e outros fatores ndo-genéticos possuem
um papel importante no processo neoplasico. Sobretudo, deve ser encarado como
uma doenga que tem sua origem em alteragdes génicas, sendo fundamental a
sua identificacdo e caracterizagdo para a compreensao das bases moleculares
dessa doenca.
Essa abordagem da patogénese do cancer é fundamental, pois através
dessa compreensao poderemos ter uma melhora na conduta e no tratamento dos

pacientes com cancer.

1.2 Epidemiologia do Cancer

O cancer vem se mantendo como uma das principais causas de morte no
mundo. De um total de 58 milhdes de mortes ocorridas em 2005, 7.6 milhdes
foram relacionados ao cancer. Até 2020, segundo a OMS, estima-se que venham
a ocorrer 15 milhdes de novos casos de cancer, sendo que mais da metade (60%)
das ocorréncias serdo em paises em desenvolvimento. A OMS estima que a

propor¢cao seja de quatro casos de morte nos paises em desenvolvimento para
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uma morte nos paises desenvolvidos, desmistificando a idéia de que o cancer
seria uma doenga de paises ricos. Atualmente o cancer € responsavel por 13%
das mortes no mundo, lembrando que mata duas vezes mais que os casos de
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, (AIDS= Acquired Immunodeficiency
Syndrome). Na escala global de mortalidade por tipo de cancer, encontram-se
cinco principais tipos de tumores: pulméao (1.3 milhdes de mortes/ano), estbmago
(quase um milhdo de mortes/ano), figado (662.000 mortes/ano), célon (655.000
mortes/ano) e mama (502.000 mortes/ano). Se fossemos analisar a frequéncia de
cancer de pulmdo em dias, teriamos aproximadamente 3.500 mortes por dia.
Complementando a escala global de mortes por sexo, o cancer de pulméo
encontra-se em primeiro lugar para o sexo masculino enquanto que para o0 sexo
feminino o cancer de mama é o tipo mais freqliente.?

Segundo a ACS, a estimativa para o ano de 2007 nos Estados Unidos
(EUA), era de 1.444.920 novos casos diagnosticados, e de 559.650 mortes por
cancer. Esta projecado nao inclui carcinoma in situ (carcinoma nao-invasivo) em
qualquer localizagdo, com excegédo de bexiga, e nao inclui também canceres de
pele, como o basocelular e epidermdide. Mais de um milhdo de casos de cancer
de pele basocelular e epidermdéide eram esperados neste ano. Nesse pais estima-
se que mais de 1.500 pessoas morram de cancer por dia. Também nos Estados
Unidos, a ACS estima que a cada quatro mortes uma seja por cancer.® O cancer
nos EUA, encontra-se na segunda posicao em termos de causas de morte. Na
sua frente estariam apenas as doencas relacionadas com o sistema circulatorio,

porém, em alguns casos, levando-se em consideragéo a idade do paciente, pode
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atingir o primeiro lugar, fato esse relatado no ultimo relatério da ACS, para os
Estados Unidos envolvendo pacientes em torno de 85 anos.®

No Brasil, assim como no mundo inteiro, o cancer ocupa o segundo lugar
de causa de morte, sendo apenas superado pelas doencas do sistema
circulatério. As estatisticas mais recentes do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estimaram a ocorréncia de 472.050 novos casos de cancer para o ano de 2006.
Os tipos mais incidentes, a excecao do cancer de pele ndo melanoma, foram o
cancer de prostata e de pulmao no sexo masculino e o cancer de mama e de colo
do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude
observada nos Estados Unidos."

Esses dados refletem no impacto que o cancer tem causado na populagao
mundial e alertam para a tendéncia do aumento do numero de casos estimados
para os paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil. Sendo assim, se o
desenvolvimento de agdes globais e locais de maior impacto na saude publica,
juntamente com medidas de diagndstico precoce nado forem urgentemente
aplicadas, dificilmente estaremos revertendo esse panorama em todos os

segmentos da nossa sociedade.

1.3 Cancer de Pulmao

Dentre os tipos de cancer, um dos mais frequentes e também um dos mais
letais em ambos os sexos € o cancer de pulmao. Analisando os dados da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC= International Agency for Research

on Cancer, GLOBOCAN, 2002), observa-se que o cancer de pulmao responde
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pelos maiores indices de morte em ambos os sexos no mundo. Em termos de
prevaléncia, no sexo feminino, s6 perde para o cancer de mama, € no sexo
masculino, ocupa o segundo lugar atras do cancer de prostata.”’

Nos Estados Unidos, dados da ACS mostram que em termos de
mortalidade o cancer de pulmao esta em primeiro lugar em ambos o0s sexos.
Ainda com relagéo aos dados americanos, a projecao para o ano de 2007 era de
213.380 novos casos de cancer de pulmao e de 160.390 mortes, sendo que

89.510 perfaziam o grupo masculino e 70.880 o grupo feminino. (Figura 2).
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Estimativa de Novos Casos*
Homens Mulhares
Prostata 298800 200 Marma 178,480 268
Pulmao e Bronquios 114760 15% Pulmido e Brénquios BE20 15%
Colon e reto 79,130 10% Ccalon & reto 74,530 1%
Bexiga 20,40 % Carvice (terino FR0ED &%
Linfoma Mao-Hodgkin H2m 4% Linfoma Nao-Hodgkin 26,990 4%
Melanoma Rkl 4% Melanoma 26050 4%
Rim & pelvis renal 31,590 4% Tireode 25480 4%
Leucemia 24 1) 1% Owario 22,430 %
Cavidade oral e faringe 24180 1% Rim a pelvis renal 13500 ¥
Pincreas 18,830 2% Leucemia 18440 M
Todas as localizagbes — TBGE.8E0 100% Todas as localizacbes GTH.060 100%
Estimativa de Mortes
Homens Mulheres
Pulmio & Brénguios 89,510 % Pulmado e Bronquios ToEs0 26%
Prastata 27080 4, Marma 40450 184
Colon e reto 25,000 9% Colon e reto 25180 10
Pancreas 16,840 6% Pancreas 16530 B
Leucamia 12,320 4% Ovario 16,280 6%
Figado e ducto bilear 11,280 4% Leucemia S470 4%
Esdfago 10,500 4% Linfoma N3ao-Hodgkin 5060 3
Bexiga 2530 % Cérvice Uterino 7,400 %
Linfoma Mio-Hodgkin 3600 3% Cérebro e sistema nervoso 5% 2%
Rim & pelvis renal 5080 % Figado e ducto bilear 5500 Fa
Todas as localizacfes 289580 100% Todas as localizacies 270,100 100%

Figura 2. Os dez principais tipos de cancer estimados para novos casos e
mortes por cancer por sexo nos EUA, 2007. * Excluido carcinoma de pele e
basocelular, carcinoma in situ, exceto bexiga. Adaptado de Jemal A, Siegel R,
Ward E, Murray T, Xu J, Thun MJ. Cancer Statistics 2007. CA A Cancer Journal
for Clinicians. 2007; 57:43-66.

A Figura 2 apresenta a frequéncia dos canceres mais comuns que eram
esperados em homens e mulheres nos EUA em 2007. Entre os homens, cancer
de préstata, pulmdo e bronquios, célon e reto representam 54% de todos os
novos diagndésticos de cancer e entre os tipos mais comuns que seriam
diagnosticados nas mulheres em 2007 tinha-se, o cancer de mama, pulméao e

brénquios, célon e reto, representando 52% da estimativa de novos casos, bem

como, os tipos mais frequentes relacionados a mortalidade nos dois sexos,
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verificando mais uma vez a grande importancia que o cancer de pulmao tem na
populacdo masculina e feminina. Outro dado interessante da ACS é que a
incidéncia desta doenca em homens tem diminuido, enquanto nas mulheres
parece ter atingido um platd apés um longo periodo de ascensdo. Essa
diminuicdo no numero de casos de cancer no sexo masculino é surpreendente,
pois conforme as estatisticas de risco de morte por cancer de pulmdo, o sexo
masculino e o aumento de idade s&o fatores consideravelmente desfavoraveis.'?
Semelhante a isso, sdo os dados relativos as taxas de morte entre homens e
mulheres americanas que tem diminuido gradualmente ao ano nos principais
canceres com excecao do cancer de pulmao feminino. A diminuicdo nas taxas de
mortalidade por cancer de pulmao entre homens deve-se ao fato ter havido uma
reducdo no consumo de tabaco nos ultimos 40 anos, enquanto que em outros
tumores como mama, colorretal e préstata as diminuicbes nas taxas devem-se
principalmente a detecgao precoce e tratamento.®

No Brasil, baseado na série histérica disponivel, o cancer de pulmao seria a
primeira causa de morte em individuos do sexo masculino seguido pelo cancer de
préstata, estdbmago, esbéfago, colon e reto. No sexo feminino, o cancer de pulméo
responderia pelo segundo lugar. Com relagdo ao numero de casos novos de
cancer de pulmao estimados para o Brasil em 2006, esperava-se a ocorréncia de
17.850 casos entre homens e de 9.320 nas mulheres. Valores esses que
correspondem a um risco estimado de 19 novos casos a cada 100 mil homens e
10 novos casos para cada 100 mil mulheres. Analisando os dados regionais e
excluindo-se os tumores de pele nao melanoma, o cancer de pulmao em homens

€ o0 segundo mais frequente nas regides Sul (37/100.000), Sudeste (24/100.000) e
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Centro-Oeste (16/100.000). Sendo nas regides Norte e Nordeste o terceiro mais
frequente. Para as mulheres é o quarto mais freqliente nas regides Sul
(16/100.000), Sudeste (12/100.000), Centro-Oeste (9/100.000) e Norte
(5/100.000), sendo o quinto mais frequente na regido Nordeste. Através da
representacdo publicada pelo Ministério da Saude/INCA, pode-se ter uma
dimensédo do ranking nacional quanto a incidéncia de neoplasia maligna por

unidades da federacgao (Figura3).
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Taxas de incidéncia por neoplasias malignas,
por 100 mil mulheres, segundo Unidade da
Federacao, em 2006.

(*) exceto pele nao melanoma

Casos novos estimados — Sexo feminino
Localiza¢oes mais fregiientes — Brasil e regides

Brasil Norte Nordeste Centro- Sudeste Sul
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180,46 a 341,88
Bl 1675278045
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Taxas de incidéncia por neoplasias malignas,
por 100 mil homens, segundo Unidade da
Federacao, em 2006.

(*) exceto pele ndo melanoma
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Localizagoes mais freqiientes — Brasil e regioes
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Figura 3. Representacao das taxas de incidéncia por neoplasias malignas,
por 100 mil mulheres e homens, segundo Unidade da Federagao, em 2006.
MS/INCA. Disponivel em: URL: www.inca.gov.br/situacao/ Acesso em: 14 de
novembro de 2007.




32
Por essas razbes, o cancer de pulmao € tido mundialmente como um dos
tipos de cancer mais comuns a acometer a populagao e sua patogénese esta
fortemente associada ao tabagismo, uma vez que o risco de ocorréncia e morte
aumenta quanto maior a intensidade da exposi¢cdo. Na populagdo masculina, o
habito de fumar continua sendo o responsavel pela maioria dos casos
diagnosticados de cancer de pulméo (podendo chegar a mais de 90% em alguns
paises ou regides). Estatisticas americanas estimavam que em 2007, 168.000
mortes seriam causadas pelo consumo de tabaco.® Nas mulheres, pode-se
atribuir cerca da metade dos casos de cancer pulmonar ao tabagismo.? Podemos
observar através da Figura 4, adaptada do relatério da ACS, a representatividade
que o consumo de tabaco tem em associacdo com a morte por neoplasia de
pulméao:

Namero Anual de Mortes por Cancer atribuidas ao Cigarro, Homens e Mulheres, por Localizacdo, USA, 1997-2001

Homens Mulheres
Orofaringe Orofaringe | Atril?uidos
ao cigarro
Lari Outras causas
Laringe aringe
Esdéfago
Esdfago 9
Estémago
8 Estémago 3
s S Péancreas
N Pancreas N
g g Pulmao
Pulmao
I Bexiga
Bexiga
9 Rim
Rim Leucemia miel6ide
Leucemia mieldide Cérvice
| | | | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Namero de mortes (em milhares) Nimero de mortes (em milhares)

Figura 4. Representatividade das mortes por cancer causadas pelo uso de
cigarro nos sexos masculino e feminino. American Cancer Society, 2007.
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E importante ressaltar que a mortalidade por cancer de pulmao entre
fumantes é cerca de 15 vezes maior do que entre pessoas que nunca fumaram,
enquanto entre ex-fumantes € cerca de quatro vezes maior. Merece também
importancia os dados relativos aos fumantes ditos passivos, que estariam
expostos a aproximadamente 4.000 substancias, sendo que mais de 50 seriam
sabidamente suspeitas de causar cancer em animais e humanos. Outro dado
importante, e de grande gravidade, € que a cada ano nos EUA aproximadamente
3.000 nao fumantes adultos morrem por cancer de pulmao por terem sido
fumantes passivos de cigarro.™
Fumantes de 1 a 14 cigarros, 15 a 24 cigarros e mais de 25 cigarros tém,
respectivamente, risco 8, 14 e 24 vezes maior de morte por este tipo de cancer do
que pessoas que nunca fumaram. A cessacao de fumar reduz consideravelmente
0 risco de morte por causas associadas ao tabaco, aumentando em nove anos a
sobrevida média da populagéo. O tabagismo é também uma das principais causas
de mortalidade precoce por doencgas isquémicas do coragao, doenga cérebro-
vascular, doenca pulmonar obstrutiva crénica, e juntamente com o céancer, as
doencas isquémicas e respiratdrias sdo as principais causas de morte no Brasil.
Os dados sao alarmantes, porém, existem pequenos sinais no percentual de
fumantes de nosso pais que tém apontado para melhoras significativas. Sabe-se
que nos ultimos 15 anos, provavelmente como reflexo das politicas publicas de
controle do tabaco, o percentual de fumantes tenha apresentado uma diminuigao
significativa, no entanto, desconsiderando as heterogeneidades regionais, ainda

temos cerca de 22 milhdes de fumantes no pais.
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Avaliando uma estratificagao feita por sexo em relagdo ao consumo de
cigarro por capitais percebemos o quanto ainda precisamos modificar esse perfil,
sendo o Rio Grande do Sul um forte consumidor. A Figura 5 mostra esse perfil por

sexo nas diferentes capitais do Brasil.
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Percentual de homens (20 anos ou mais) que fumam, segundo capital (2002-2005)
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Fonte: [nquérito domiciliar sobre compartamentos de risco e morbidade referida de doencas e agravos nao-transmissiveis. MS/SVS/IMCA — Brasil, 2002-2005.

Percentual de mulheres (20 anos ou mais) que fumam, segundo capital (2002-2005)
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Fonte: Inquérito domiciliar sobre comportamentos de risco e morhidade referida de doengas e agraves nao-transmissiveis. MS/SVS/INCA — Brasil, 2002-2005.

Figura 5. Percentual por sexo quanto ao consumo de cigarro por capitais do
Brasil. Adaptado de: A Situacdo do Cancer no Brasil, Tabagismo. MS/SVS/INCA.
Disponivel em:

http://www.inca.gov.br/situacao/arquivos/causalidade tabagismo.pdf
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Ao levarmos em consideragao a sobrevivéncia global, o cancer de pulméo

permanece como uma doenca altamente letal. A sobrevida média cumulativa total

em cinco anos varia entre 13 e 21% em paises desenvolvidos e entre 7 e 10%

nos paises em desenvolvimento. Na realidade a estatistica poderia ser muito pior,

se considerarmos que a maioria dos tumores, quando diagnosticados, ja se

encontra em estagio avancado. Dessa forma, o cancer de pulmao tornou-se hoje
um marcador do consumo de cigarro de uma populagdo.™

Por fim, porém ndo menos importante é o fato de estar entre os cinco tipos

de cancer em que ainda nao foram observadas significativas diferengas nas suas

taxas de sobrevida nos ltimos 25 anos.’

1.4 Tipos Histolégicos das Neoplasias
Pulmonares

A classificagdo mais completa quanto aos tipos histologicos das neoplasias
pulmonares provém de um esforgo conjunto entre OMS e a Associagdo
Internacional de estudo do Cancer de Pulmao (IASLC= International Association
for the Study of Lung Cancer). Através da série publicada por Brambilla e
colaboradores em 2001, podemos ter uma dimensdo do atual panorama da
classificagao histolégica do cancer de pulm&o, bem como tumores pleurais.’

As classificagbes do céancer de pulmdo tém evoluido e tém sido
reformuladas constantemente. Com a introdu¢do de novas metodologias, o
conhecimento a respeito dos diferentes tipos histolégicos tem aumentado

consideravelmente, trazendo melhores definicbes para esses tumores. Por outro
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lado, na pratica clinica, a diferenciacdo existente resume-se basicamente a dois
tipos histoldgicos principais: cancer de pulmao nao-pequenas células (NSCLC=
non-small cell lung cancer), que representa 80% dos canceres de pulmao e é sub-
dividido em carcinoma epidermdide, adenocarcinoma, carcinoma de grandes
células e em tipos mistos, e o cancer de pulmado de pequenas células (SCLC=
small cell lung cancer).'® Essa distingdo € muito importante, pois a agressividade
e o tratamento dependem do tipo de tumor que ¢é diagnosticado. Essa
simplificacdo esta baseada na biologia e no comportamento clinico do tumor bem
como nas opgodes de tratamento. Em relacdo ao SCLC, em sua grande maioria,
apresenta-se bastante agressivo, e mesmo em estagios iniciais possui uma
elevada taxa de metastases. Outra caracteristica do SCLC, é que ele é
considerado como doencga avangada pelo sistema internacional, assim como
possui mau prognoéstico. Seu estadiamento é baseado apenas em: doencga
extensiva ou limitada." O SCLC é tratado primariamente com quimioterapia e,
ocasionalmente, com radioterapia. Com relagdo ao NSCLC e seus subtipos,
geralmente ndo sao tratados de forma distinta, porém, diferentemente da maioria
dos SCLC, o NSCLC inclui a opgéo cirurgica, principalmente nos estadios
iniciais.'®

Alguns tipos de cancer de pulmao crescem e disseminam-se rapidamente,
por isso a detecgao precoce e o tratamento sido fatores essenciais para um
melhor progndstico.

Com relagéo aos subtipos histologicos, nos EUA, o adenocarcinoma é o
subtipo histolégico mais comum de cancer de pulmé&o, enquanto na Europa, o

carcinoma epidermdide € o mais frequente, apesar do significativo aumento da
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incidéncia de adenocarcinoma.’® Um fato interessante ¢ que o aumento na
incidéncia de adenocarcinoma tem sido associado ao menor consumo de

cigarro.?®

1.5 Estadiamento Tumoral

O estadiamento de um tumor é um processo importante que tem por
finalidade dar uma descrigao do envolvimento que o tumor representa no corpo de
um paciente, e qual sua localizagdo, podendo se caracterizar basicamente de
duas formas: estadiamento clinico, baseado principalmente nos resultados de
exames clinicos, e o patoldgico, definido apds o processo cirurgico e da analise
das biopsias removidas do paciente.

O estadiamento tumoral é considerado como um sistema internacional, e
para Watanabe Yoh, esse sistema seria a “linguagem internacional” no
diagnéstico e tratamento do cancer.?’

O estadiamento auxilia na descricdo da extensdo ou disseminagdao da
doenca no momento do diagndstico. E considerado essencial na determinacéo da
escolha da terapia e na avaliagcdo prognostica. Uma das classificagdes mais
aceitas foi estabelecida pelo comité Americano, o (AJCC= American Joint
Committee on Cancer), o qual desenvolveu um sistema designado “TNM” que
serve como ferramenta para os médicos no estadiamento patolégico de diferentes
tipos de cancer baseados em critérios padrdes.

Segundo o AJCC, o estadiamento patolégico do cancer esta baseado no

tamanho do tumor primario, na sua localizagao e se ele esta disseminado a outras
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areas do corpo. O sistema TNM permite a avaliagdo em trés caminhos: pela
extensdo do tumor primario (T), presenga ou auséncia de envolvimento de
linfonodos regionais (N) e pela presenca ou auséncia de metastases (M). Uma
vez feita a avaliagdo TNM, atribui-se uma graduacgao de I, I, Ill, 1V, sendo o
estadio | o mais precoce e o IV 0 mais avangado. Uma sistematica ainda utilizada
compreende as classificagdes (in situ, local, regional ou distante), principalmente
utilizada para as avaliagbes estatisticas, e para as descrigbes dos registros dos
tumores.?

No relatério publicado em 2007, por Jemal e colaboradores para ACS,
pode-se ter uma idéia da importancia atual do estadiamento do cancer com
relacdo a sobrevida em relagdo ao estadio de diagndstico. Pode-se verificar
através deste relatério o quanto representa na sobrevida o estadio diagndstico,
caracterizando sempre a agressividade do padrdo metastatico em todos os tipos
de cancer, assim como o cancer de pulméao representado pelas menores taxas de
sobrevida nos diferentes estadios de diagnéstico.’

Outro sistema frequentemente utilizado foi estabelecido pela Unido
Internacional de Controle do Cancer (UICC= International Union Against
Cancer).?? Em referéncia as recomendacdes da AJCC, em 1997, um novo sistema
internacional de estadiamento foi proposto por Mountain.?®> Através da revisdo
feita por Grondin e colaboradores, podemos ter uma idéia resumida das

modificacdes propostas por Mountain, conforme exemplificado na Tabela 1.%*
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Tabela 1. Estadiamento TNM do NSCLC

Tumor primario (T)

Tx

TO

Tis

T1

T2

T3

T4

O tumor primario ndo pode ser avaliado, ou tumor comprovado pela presenca de células malignas no escarro ou
lavados brénquicos, mas néo visualizado pelos métodos de imagem ou broncoscopia.

Nenhuma evidéncia do tumor primario.

Carcinoma in situ.

Tumor < 3cm na maior dimenséo, circundado por pulmao ou pleura visceral, sem evidéncias broncoscopicas de
invas&o do brénquio principal®

Tumor com qualquer das seguintes caracteristicas de tamanho ou extensdo: > 3 cm no maior didmetro; com
envolvimento do brénquio principal a mais de 2 cm da carina; com invasdo da pleura visceral; associado a
atelectasia ou pneumonia obstutriva estendendo-se até a regido hilar mas néo afetando todo o pulmao.

Tumor de qualquer tamanho invadindo diretamente alguma das seguintes estruturas: parede toracica (inclusive
tumores do sulco superior), diafragma, pleura mediastinal, pericardio parietal; ou tumor no brénquio principal a
menos de 2 cm da carina, mas sem envolvimento da mesma; ou atelectasia ou pneumonia obstrutiva associada
de todo o pulméo.

Tumor de qualquer tamanho que invada qualquer das seguintes estruturas: mediastino, coragédo, grandes vasos,
traquéia, esodfago, corpo vertebral, carina; ou tumor com derrame pleural ou pericardico malignob, ou com um ou

mais nédulos tumorais satélites no mesmo lobo pulmonar do tumor primario.

Linfonodos regionais (N)

Nx
NO
N1
N2
N3

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

Nenhuma metastase para linfonodos regionais.

Metastases para linfonodos peribronquicos, intrapulmonares e/ou hilares homolaterais.

Metastases para linfonodos mediastinais e/ou subcarinais homolaterais.

Metastases para linfonodos mediastinais e/ou hilares contralaterais, escalenos e/ou supraclaviculares

homolaterais ou contralaterais.

Metastases a distancia (M)

Mx Metéastases a distancia ndo podem ser avaliadas

MO Auséncia de metastases a distancia

M1 Metéastases & distancia presentes’

Estagio de classificagdao Classificagao TNM
Estagio 0 TIS

Estagio IA T1, NO, MO

Estagio IB T2, NO, MO

Estéagio IIA T1, N1, MO

Estagio 11B T2, N1, MO; T3, NO, MO
Estéagio llIA T1-3, N2, MO; T3, N1, MO
Estagio 11IB T4, qualquer N, MO; qualquer T, N3, MO
Estagio IV Qualquer T, qualquer N, M1

TIS, tumor in situ; T, tumor; N, linfonodos; M, metastases.

* Adaptado de: Grondin SC, Liptay MJ. Current concepts in the staging of non-
small lung cancer. Surgical Oncology: 11 (2002) 181-190.
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Atualmente novas formas de abordagem tém sido adicionadas ao sistema

TNM, incluindo novas modalidades, como a tomografia de emissédo de pdsitrons e
do mapeamento dos linfonodos sentinelas no trans-operatério. Num futuro
préximo, com a utilizagdo desses recursos juntamente com novos marcadores
tumorais, poderemos estar estadiando com maior precisao, e direcionando melhor

os tratamentos na tentativa de diminuir o impacto dessa doenga.?*

1.6 O Cancer de Pulmao Nao-Pequenas Células —
NSCLC

A melhor forma de conceituarmos o cancer de pulmao nao-pequenas
células é caracterizando-o como um grupo heterogéneo de entidades clinicas que
compartilham origens moleculares e celulares, porém, com comportamentos
clinicos diferentes, tornando seu diagnéstico extremamente complicado. Mais de
90% dos pacientes apresentam uma constelagdo de um ou mais sinais clinicos ou
sintomas, podendo evoluir por inUmeros caminhos. Sob esse aspecto, um esforgo
tremendo da clinica e da ciéncia basica tem sido aplicado, focando nos fatores
prognoésticos para os pacientes com cancer de pulméo. Existe na literatura uma
crescente relevancia e interesse por parte dos pesquisadores nesta area. Em
1990 havia, por exemplo, aproximadamente 50 artigos publicados, e no ano 2000,
mais de 200 estudos nessa area.?

O interesse em elucidar as provaveis diferencas existentes nos diferentes
grupos do céncer de pulmao nao-pequenas células levou a descoberta de

multiplas proteinas, genes e vias relacionadas ao processo tumoral. Diante disso,
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se por um lado existe uma constelagdo de sinais clinicos, por outro existe uma
miriade de marcadores moleculares que tém sido gradativamente incluidos ao
painel do cancer de pulmio nao-pequenas células a fim de se tentar encontrar
indicadores prognésticos, preditivos, perspectivas e a identificagdo de individuos
de alto risco, bem como para definicao de pardmetros adicionais que nos auxiliem
na explicagdo para a variabilidade na sobrevida.?*%

Por outro lado, diante de um tipo tumoral bastante heterogéneo e distinto, é
curioso ndao haver uma forma de tratamento que leve em consideragdo a
variabilidade tumoral existente. Possivelmente, esteja nessa questdo uma das
perspectivas para a evolugao do tratamento do cancer de pulméo nao-pequenas
células.

Em relagcdo as possibilidades de tratamento, sejam eles quimioterapicos,
radioterapicos ou cirurgicos, houve uma pequena evolugdo em relagdo a
sobrevida dos pacientes com NSCLC. Nesse mesmo contexto, permanecem
invariaveis e sem grandes perspectivas os estadios mais avangados, que de
maneira geral, sdo inoperaveis e praticamente incuraveis. A exemplo disso, Spira
e colaboradores citam em sua revisao, o caso dos pacientes em estadio IlIB ou
IV, os quais possuem em cinco anos uma sobrevida proximo a 2%. Para os outros
estadios, felizmente, quando precocemente detectados, o progndstico é
significativamente melhor e as opg¢des de tratamento oferecem melhores chances
de cura.®

Vimos até aqui que o cancer de pulméo, e em especial o cancer de pulméo
nao-pequenas células, tem acometido a populagdo mundial de forma significativa

€ que a pesquisa tem contribuido enormemente nas ultimas décadas. Diversas
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melhorias tém sido relatadas principalmente aquelas relacionadas as modalidades
de tratamento combinado. Entretanto, se considerarmos a sobrevida, observamos
que nao houve um aumento significativo, e que ainda ha muito a ser feito.
Igualmente, os tratamentos hoje existentes geram efeitos tdxicos e,
consequentemente, podem causar uma queda na qualidade de vida dos
pacientes. Na realidade os pacientes querem nao somente uma sobrevida mais
longa, mas também a melhora de seus sintomas, ou seja, qualidade de vida
acima de tudo.?® Isso significa que novas modalidades de terapia com menores
efeitos colaterais teriam possivelmente maior impacto na adesao dos pacientes a
esses tratamentos.

Novos métodos para deteccéo precoce, identificacdo de pacientes de alto
risco e o desenvolvimento de novas drogas baseadas em alvos racionais sao
alguns exemplos apontados por Zochbauer-Muller e Hirsh, como futuras solugdes
para o tratamento do cancer.'®®® Entretanto, os avangos no entendimento da
biologia molecular e celular do cancer de pulmao ainda sao incipientes.

Por essas razdes, tem-se tentado também identificar vias chaves na
regulacdo deste processo com suas respectivas sequéncias e proteinas
envolvidas. As drogas inteligentes, também chamadas de terapia alvo-
direcionadas, utilizam pequenas moléculas ou anticorpos monoclonais
humanizados no combate ao cancer instalado. Essas drogas, geralmente por
bloquearem moléculas, sitos ou regides importantes e que se encontram
desregulados ou super-expressos, tém contribuido para a redug¢ao da progressao
e crescimento do tumor. Poderiamos citar como exemplo a via de sinalizacdo dos

fatores de crescimento, que tem sido o principal foco da pesquisa de novos alvos,
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principalmente por seu papel na regulacao de fungdes celulares que, incluem a
proliferacdo, diferenciacdo, metastase e sobrevida. Um importante mediador da
via de sinalizag¢ao dos fatores de crescimento é o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), uma glicocoproteina de 170 kDa expressa na maioria dos
tecidos humanos e super-expressa na maioria dos tumores solidos. Ela faz parte
de uma familia mais ampla, composta por quatro membros, a familia dos
receptores dos fatores de crescimento epidérmicos, onde um dos membros dessa
familia é alvo deste estudo (c-erbB-3). E importante destacarmos essa familia,
pois alguns de seus membros foram alvo de drogas direcionadas. Como exemplo,
citamos o Gefitinibe (Iressa; Astrazeneca®), que € um inibidor da tirosina quinase
(TK) do EGFR. Nesse caso, a molécula chave seria a regido de tirosina quinase,
que é bloqueada por esta pequena molécula inibidora. O Gefitinibe foi a primeira
droga alvo a ser aprovada pelo 6rgao americano de regulagdo de alimentos e
medicamentos (FDA= Food and Drug Administration) para o tratamento do
NSCLC. Atualmente, os agentes contra o cancer que utilizam essas estratégias
podem ser categorizados em duas classes principais. Uma categoria compreende
as pequenas moléculas inibidoras da TK do EGFR, que compete com a ligagéo do
ATP pelo dominio TK do receptor. A outra familia € composta por anticorpos
monoclonais (Mabs= monoclonal antibodies) que se ligam as regides
extracelulares do receptor inibindo seu ligante competitivamente. Por fim, coube
aos pesquisadores identificar os perfis moleculares existentes nos diferentes
tecidos tumorais, através de tecnologias como a imuno-histoquimica, para
posteriormente aplicar este conhecimento para o desenvolvimento de drogas de

bloqueio especifico.>"*
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Dessa forma, alteracées moleculares e citogéneticas que ocorrem durante
0 processo tumoral passam a receber grande atenc&do. A exemplo disso, a Tabela

2 apresenta algumas diferengas nas alteragdes cromossdmicas observadas entre

o NSCLC e 0 SCLC.*®

Tabela 2. Alteragoes citogenéticas freqiientes no cancer de pulmao.

Cromossoma
Delecao Ganho
NSCLCs 3p, 64, 8p, 9p, 9q, 13q, 1p, 1q, 3q, Sp, 7p, 7q,

17p, 18q, 19p, 21q, 22q 8q, 11q, 12q

SCLCs 3p, 4p, 49, 59, 8p, 10q, 3q, 5p, 8q, 199, Xq
13q, 17p

Adaptado de: Panani A.D, Roussos C. Cytogenetic and molecular aspects of lung
cancer. Cancer Letters. 239; 1-9, 2006.

1.7 Alteracoes Moleculares no Cancer de Pulmao

Uma grande quantidade de novos marcadores tém sido descobertos e
relacionados com o prognostico, diagnostico e sobrevida do cancer de pulméao.
Entretanto, resultados controversos e conflitantes, ou heterogéneos, tém sido
descritos, devido a dificuldade na padronizagdo dessas metodologias entre os
diferentes grupos de pesquisa.®*

A Tabela 3 descreve alguns genes, suas respectivas alteragbes e

frequéncia entre o NSCLC e o SCLC.
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Tabela 3. Alteragoes genéticas e moleculares no cancer de pulmao.

Genes Anormalidades Frequéncia %
NSCLCs SCLCs
FHIT Delegcao/ Mutagao ~40 ~ 80
K-RAS Mutacao ~ 20 Raro
ERBB1/EGFR Super-expressao ~ 60 -
ERBB2/HER2/NEU Super-expressao ~ 20 -
Familia MYC Super-expressao 5-10 15-30
BCL-2 Super-expressao 10-35 75-95
Ciclinas Super-expressao ? ?
P1BINK4a Inativagao(delegao/ ~70 Raro
mutacgao/

hipermetilagao
Rb Inativagao 15-30 ~90
(delegao/ mutagao)

P53 Inativagao ~ 50 80-90

(delegao/ mutagao)

Adaptado de: Panani A.D, Roussos C. Cytogenetic and molecular aspects of lung
cancer. Cancer Letters. 239; 1-9, 2006.

As proteinas tirosina quinases ganham especial atengcdo, em virtude da
proteina deste estudo, o c-erbB-3, possuir suas atividades diretamente
relacionadas com os mecanismos de transducao de sinais, através das TK, isto €,

através dos mecanismos de transfosforilaggo.*
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A familia das proteinas tirosina quinases (TK), sdo pertencentes a um
grande grupo de proteinas conhecidas como proteinas quinases, uma super-
familia®**“*° de mais de 500 proteinas até entdo mapeadas e catalogadas.*°

As quinases sao enzimas que catalisam reacdes de fosforilacdo e possuem
suas atividades relacionadas ao controle e regulacdo da proliferacao celular,
aparecendo de forma abundante nas células alteradas, justificando sua
associacdo como uma via critica no processo neoplasico. Em se tratando das
tirosinas quinases, a fosforilagdo ocorreria entdo principalmente nos residuos de
tirosina.*' As proteinas tirosina quinases possuem um dominio catalitico
extremamente conservado entre os membros desta familia, sugerindo que estes
receptores desempenham uma funcdo extremamente importante e fundamental
no processo de sinalizacao intra-celular.*?

As proteinas quinases também sao reconhecidas por participar da maioria
dos processos de transducdo de sinal nas células eucaribticas através da
modificacdo da atividade de substratos, controlando muitos processos celulares,
incluindo o metabolismo, a transcrigéo, a progressao do ciclo celular, o rearranjo
do citoesqueleto, o movimento celular, a apoptose e a diferenciacdo. A
fosforilagdo das proteinas também estaria relacionada a uma fungao critica na
comunicacao intercelular durante o desenvolvimento e funcionamento do sistema
imune e nervoso. As proteinas quinases sao consideradas uma das maiores

3638 o tém sido intensamente estudadas.

familias de genes em eucariotos
O diferencial proposto no presente estudo esta na proteina alvo, a proteina
c-erbB-3, uma proteina pertencente ao importante grupo dos receptores da familia

erbB, a qual possui uma atividade intrinseca de tirosina quinase® e que tem sido
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apontada como um potente alvo para o tratamento do cancer de pulmao,*® bem
como de outros tipos de cancer.*® Porém, esses estudos tem, geralmente,
avaliado apenas duas proteinas da familia erbB, a c-erbB-1 e c-erbB-2, enquanto
o papel dos dois outros membros da familia, o c-erbB-3 e o c-erbB-4 tém recebido
pouca atencdo. Sabe-se apenas que anormalidades nesses receptores de
superficie celular tém sido relacionadas com o desenvolvimento e a progressao
do cancer, baixa resposta aos agentes quimioterapicos e baixa taxa de
sobrevida.*®

Sendo assim, existe a possibilidade de outros membros da familia erbB
exercerem um papel importante na progressdo do cancer. O-charoenrat e
colaboradores estudaram o papel dos receptores c-erbB em carcinoma
epiderméide de cabega e pescogo, sugerindo que o papel dos receptores de
superficie celular da familia erbB poderao ter importante repercussao clinica e
contribuir para o entendimento da patogénese do cancer e na identificacdo de
melhores  marcadores  biolégicos para progndsticos e tratamentos

individualizados.*®

1.8 A familia do Receptor erbB e seus Ligantes

Como mencionado anteriormente, diversos estudos descritos na literatura
apontam para a importancia dos receptores da familia erbB e seus respectivos
ligantes como alvos terapéuticos importantes no tratamento do cancer.***°

A partir da identificacdo da familia erbB por Ulrich e colegas em 1984, o

conhecimento a respeito dos fatores de crescimento evoluiu. Atualmente sabe-se
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que ndo existe apenas uma isoforma codificada.”®> Essa familia compreende
receptores transmembrana de tirosina quinase tipo |, consistindo de quatro
membros: o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR/c-erbB-1/ HER-1
para o receptor do EGF humano-1), o c-erbB-2 (Neu/HER-2), o c-erbB-3 (HER-3)
e o c-erbB-4 (HER-4), os quais estao representados diagramaticamente na Figura

6.47

Subtipos de Receptor

EiloE2
Ergl [HER2/ B3 ErbRa
[ESFR) cey) [HERS) (HERA)

Ald
J L

Figura 6. Representagao esquematica das isoformas dos receptores ErbB e
os respectivos sindnimos dessa familia. Soler RP. HER1/EGFR Targeting:
Refining the Strategy. The Oncologist 2004; 9: 58-67.

A familia de ligantes desses receptores tem sido sugerida como sendo o
produto de distintos genes, composta por mais de trinta membros.*® Atualmente,
sabe-se que através da inser¢cdo do ligante ao receptor ha ativagdo da
proliferacéo celular e o estimulo a sobrevivéncia celular.*®

A proteina c-erbB-3, vem sendo citada por inUmeros autores e em diversos

48-57

tipos de cancer , mas nunca como alvo direto de pesquisa. Qual seria a

justificativa por ndo ser pesquisada? Uma explicagao para isso pode ser o fato de
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que o receptor erbB-2 forma dimeros com outros membros do grupo, por
exemplo: erbB-3 e erbB-4, tendo se dado prioridade apenas a proteina de ligagao
em relagdo a proteina colaboradora de dimerizagdo.*® Apesar de se saber que
com a unido do ligante e a consequiente heterodimerizagdo com outros membros
da familia ErbB um potente sinal celular pode ser ativado®? A Figura 7 apresenta
um diagrama esquematico das dimerizagdes dos receptores da familia ERBB e

possiveis conseqiiéncias.>®

PPN
NRa, % % JEGF
ﬁ\’g\ Sem sinalizacéio &&
- :

Fraca sinalizacao Fraca sinalizacao
Heterodimero ErbB-2: EGF and NRG Heterodimero ErbB-2:
Caracteristicas N Conseqiiéncias

* Baixa dissociacdo do ligante && * Aumento da proliferacio
* Diminuicdo da especificidade celular

do ligante .
* Reciclagem rapida g g . A"":'E':to ::Ia migracdo
* Sinalizagdo prolongada * Resisténcia a apoptose

Potente sinalizagao

Figura 7. Sinalizagao resultante da natureza dos dimeros. Rowinsky EK.
Signal Events: cell signal transduction and its inhibition in cancer. The Oncologist
2003; 8(3):5-17.

Estudos prévios em cancer de cabeca e pescogo indicaram uma forte

associacdo entre a sua expressao e a recidiva da doencga.*®
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1.9 O Receptor erbB-3

Em 1989, Kraus e colaboradores, isolaram e identificaram um novo
membro da familia do gene do receptor do fator de crescimento epidérmico EGFR
ou ERBB (por ter homologia com o oncogene da leucemia eritroblastica viral
aviaria, v-erbB—2).60 Tratava-se na realidade, do terceiro membro da familia,
prontamente designado pelos pesquisadores de gene ERBB3. Através desse
estudo, ficou caracterizado que a familia do gene EGFR poderia ser um pouco
maior do que se pensava até entdo, e que a proteina correspondente ao gene
ERBB3, poderia estar relacionada ao desenvolvimento de neoplasias. Segundo
esses autores, o ERBB3 possui uma grande homologia com as outras proteinas
da sua familia, bem como com outras familias distintas codificadas por proto-
oncogenes, apresentando maior grau de homologia entre os dominios cataliticos,
essenciais para a atividade intrinseca das proteinas TK. O ERBB3, possui uma
sequéncia de 4.080 nucleotideos, e peso molecular de 148 kDa. Com relagao ao
locus génico, o ERBBS3, esta localizado na regiao do cromossoma 12q13 humano,
passando assim a receber também a denominacdo, HER-3 (HER= Human
Epidermal Receptor). A sequéncia de nucleotideos do gene ERBB3 encontra-se
na base de dados do GeneBank sob o niimero de acesso M29366.°’

Seguindo a evolugdo das descobertas, Cho e colaboradores trouxeram
importantes achados com relagao a estrutura tridimensional do erbB3. Baseados
em dados de cristalografia de raios-x, Cho e colaboradores puderam descrever as
possibilidades de ligagao, as modificagdes de conformacgao na regiao extracelular

da proteina assim como pela sugestdo de futuros moduladores dessas regides.®
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Outro achado importante para o erbB3 foi descrito por Guy e colaboradores

que encontraram importantes alteragées nesta proteina nos residuos da regido

relacionada com a atividade da TK sugerindo a inatividade para a proteina. Por

outro lado, apontam uma questdo que futuramente seria comprovada: a proteina

erbB3, mesmo com sua atividade de TK inexistente, poderia ser ativada quando
associada com outros membros da mesma familia.®®

Coube a Rubin e colaboradores a comprovagao da hipétese sugerida por

Guy e colaboradores. Nesse sentido, Rubin e colaboradores descreveram que,

mesmo na auséncia de atividade de TK em seu receptor, o HERS3 poderia se ligar

a outro membro da familia, mais frequentemente com o HER2, e gerar um forte

sinal estimulando a proliferagao celular, num processo chamado de dimerizagao.

(Figura 8)**

Pep
ErbB3 ErbB3/NRG NRG induzida ativa
mondomeros monomeros ErbB3 /ErbB2
{inativo) hetero-ocligomeros

Figura 8. Modelo de indugdo via ligante (NRG) dos receptores ErbB2 e
ErbB3. Adaptado de Burgess e col. Molecular Cell, 2003.
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No caso da proteina erbB3, que seria considerada uma proteina defeituosa
para a atividade de TK, a heterodimerizacio seria considerada a forma alternativa
a compensar essa deficiéncia. De forma geral, podemos observar que o0s
receptores erbB possuem trés regides importantes, e que em seu dominio
extracelular sao caracterizados por uma estrutura tetramérica. Essas
consideragdes ganham bastante importancia pelo fato de sua estrutura estar
implicada nos mecanismos de hetero e homodimerizagado (Figura 7), fato esse
comprovado por Burgess e colaboradores, que sugeriram mecanismos pelos
quais seus ligantes induzem dramaticos rearranjos em seus dominios
extracelulares ativando seu dominio intracelular de TK. As distintas possibilidades
de dimerizacao fornecem novos alvos terapéuticos inibidores da ativacdo desses
receptores.®®
Atualmente, para diversos pesquisadores, o receptor erbB3 ou HER-3, esta
diretamente associado ao desenvolvimento tumoral devido a formacdo de um
potente sinal de transducdo para o nucleo quando da formacdo de um
heterodimero entre erbB3/erbB2.°%°%%¢ Essa transducédo de sinais se refere ao
processo de comunicagdo usado para a regulagédo de moléculas mediadoras dos
processos de crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. Sabe-se
também que a maioria das neoplasias humanas possuem esses sinais aberrantes
e que os receptores da familia de crescimento epidérmico estariam logicamente
muito comprometidos por estarem associados a esses sinais. Mais
especificamente, o ERBB3 ativa a cascata do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)

que esta implicada na promoc&o da proliferagdo celular e da sobrevivéncia.®
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A expressao dos heterodimeros de HER-1 e HER-2 ja foi descrita em
muitos tumores como citado na revisao feita por Rowinsky, 2004.%” Por outro lado,
Casalini e colaboradores sugerem que somente a super-expressao do HER-2 n&o
seria suficiente para a manutencéao e progressao do tumor.®® No entanto, Berger e
colegas afirmam que o receptor erbB3 nao faz homodimerizagdo mas, por outro
lado, quando associado com outro membro da familia erbB possui uma importante
atividade de tirosina quinase capaz de responder aos diversos ligantes e formar
potentes respostas pela via MAPK (mitogen activate protein kinase).66 Tem-se
apontado também, que quando o HER-3 esta presente em altos niveis,
acompanhando da expressdao de HER-2, hda uma grande resisténcia aos
tratamentos convencionais®® bem como para os inibidores de EGF significando
que o erbB3 poderia exercer um importante papel no desenvolvimento e
resisténcia de diversos tumores.

Assim, com base nas evidéncias apontadas por diversos pesquisadores e
pelo fato de ndo se ter um entendimento ainda muito claro do papel do erbB3,
bem como seu padrdo de expressao e suas implicagcdes no cancer de pulméo, o
presente estudo pretende verificar sua expressao, o valor prognéstico e a possivel

correlacao desta proteina com parametros clinicos nos NSCLC.
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2. OBJETIVOS

1. Descrever a freqliéncia de expressao da proteina c-erbB-3 em
amostras de cancer de pulmao nao-pequenas células pela técnica de

imuno-histoquimica.

2. Verificar se ha relacao entre a frequéncia da expressao da proteina
c-erbB-3 com as variaveis clinico-patoldgicas: o6bito, tipo histologico,

idade, género, estadiamento patologico, grau histologico e sobrevida.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

Foram analisadas, através da técnica de imuno-histoquimica, 66 amostras
de céncer de pulmao nao-pequenas celulas (NSCLC), incluidas em blocos de
parafina, obtidos apds a ressecgéo cirurgica de pacientes, operados pela Equipe
de Cirurgia Toracica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, no periodo compreendido
entre janeiro de 2002 até dezembro de 2004. O diagnostico de NSCLC e a
descricdo do tipo celular foram realizados de acordo com os critérios
convencionais morfolégicos da OMS'™®, e o estadio patolégico de cada tumor foi
determinado de acordo com o sistema de classificacdo TNM.?, pelo Laboratério
de Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, em um estudo

retrospectivo aninhado num estudo de coorte.

3.2 Construcao dos Micro-arranjos de Tecidos
(TMA= Tissue MicroArray)

Para uma analise mais rapida, econdmica e com menor variabilidade intra-
teste, foram construidos micro-arranjos dos tecidos tumorais. A construgdo dos
TMAS (Tissue Microarrays) foi realizada apds ter sido escolhida uma area
representativa da regido do tumor, em lamina previamente corada pela
metodologia Hematoxilina e Eosina (HE).

Essas metodologias foram estabelecidas pelo Laboratério de Anatomia

Patolégica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS juntamente com o pesquisador,
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sendo confeccionadas de forma manual e econOmica diferentemente da
metodologia semi-automatizada frequentemente descrita na literatura que, de
forma geral, torna-se extremamente onerosa e inviavel.

Posteriormente, foi coletado uma amostra de 3 mm de didmetro para a re-
inclusdo em membrana de colageno para assegurar o correto posicionamento das
amostras, contendo 10 amostras por bloco, incluindo, entre elas um controle
positivo. A Figura 9c, representa a disposicdo de um TMA utilizado em nosso
estudo. Por fim, foi estabelecido um mapa de localizagdo das amostras, para

orientacdo na analise posterior do material.

Figura 9. Modelo de construgdao do TMA. Selegdo da area representativa do
tumor através da visualizagao em HE (A), retirada de 3mm de didmetro da regiao
tumoral no bloco de parafina (B), representagdo esquematica do bloco TMA e
representacdo esquematica do processo mecanico envolvido na confecgdo do
TMA (D).
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3.3 Analise Imuno-histoquimica

Para o preparo das laminas e posterior analise imuno-histoquimica, foram
feitas secgoes de 4 um de espessura nos blocos de TMA, obtidas com o auxilio
de um micrétomo (Leica, SM 2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em
laminas pré-tratadas com Histogrip (Zymed, USA) e levados a estufa a 60°C por
24 horas.

Os cortes foram desparafinizados por incubagcéo em xileno por 10 minutos
por trés vezes, seguido da re-hidratacdo dos cortes em sequéncia de etanol em
concentragcdes decrescentes, comegando com etanol absoluto, 90%, 80% e 70%
por 3 minutos em cada diluigao. A seguir, os cortes foram lavados trés vezes em
agua destilada.

A exposicao do antigeno, através da metodologia de recuperagao
antigénica induzida por calor a alta temperatura sob presséao, foi realizada pela
incubacado das laminas em cubas de Coplin, com tampao 20 mM Tris/0.65 mM
EDTA/0.05% Tween 20 (pH 9.0) dispostos em angulo de 90°, colocados dentro de
panela de pressdo para microondas (NordicWare®Microwave Tender Cooker/
Biogenex, USA) em poténcia maxima (LG 1.050 W, BRA) até atingir a pressao do
recipiente e, a partir desse ponto, as laminas foram ai mantidas por 5 minutos
para recuperacao antigénica.

Apos este periodo, foi realizada a lavagem das laminas em tampao PBS
(pH 7.2). O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugéo de 3% de
H>0, em alcool metilico em duas incubagdes de 15 minutos seguido de trés ciclos

de lavagem com tampao PBS (pH 7.2).
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O bloqueio das ligacdes inespecificas foi realizado com uma solugao de
leite em pd desnatado a 5% em tampao PBS (pH 7.2) por 30 minutos em
temperatura ambiente (Molico, BRA) seguido de trés ciclos de lavagem com
tampéao PBS (pH 7.2).

Os cortes foram incubados pela metodologia de capilaridade através da
estacdo de imuno-coloragao Sequenza (Thermo Shandon, USA) por 24 horas em
temperatura de 2 a 8°C com o anticorpo primario para a oncoproteina c-erbB-3
(NCL-c-erbB-3 clone RTJ1, Novocastra Laboratories, Ltd, UK) diluido em solugao
diluente (Dako, USA) na concentragdo de 1:50. Apds o periodo de incubacéo, as
laminas passaram por trés lavagens com tampéao PBS (pH 7.2). Apds a incubagao
com o anticorpo primario, os cortes foram incubados com o sistema NovoLink
Polymer, (Novocastra, Ltd, UK), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
A seguir, as laminas foram lavadas em PBS (pH 7.2) e incubadas em uma
solugdo com diaminobenzidina liquida (Dako® Liquid DAB Substrate Chromogen
system, USA) por 5 minutos. Apds lavagem em agua destilada, as laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 15 segundos. Apds lavagem em
trés banhos de agua, as laminas foram mergulhadas em uma solugdo de amoénia
37 mM. Para a contra-coloracao, a laminas foram desidratadas em concentragoes
crescentes de etanol (80%, 90% e absoluto, respectivamente) por 3 minutos em
cada diluicao, e apds dois tratamentos por 5 minutos em xileno, as laminas foram
montadas em Entellan® (Merck, Alemanha).

Para todos os TMAS, foi incluido um controle positivo validado
previamente, de forma a excluir a possibilidade de uma reagdo expuria. Com

relacdo ao controle negativo, as préprias laminas foram utilizadas como controle
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da reacdo nas areas onde a proteina nao estava expressa. Adicionalmente, dez
controles obtidos de doencas inflamatérias previamente diagnosticadas pelo
laboratério de patologia foram também incluidos, como controle de um tecido n&o

tumoral de pulmao.

3.4 Interpretacao da Imuno-histoquimica

As laminas foram analisadas e interpretadas simulaneamente por dois
observadores (V.D.S e V.S.M) em microscopio 6ptico convencional.

Foi estabelecido que, para os cortes histolégicos com menos de 25% das
células tumorais com expressao da proteina, o padrao de expressao negativo (-).
Para os casos com positividade, atribuiu-se uma escala de marcagao que variou
entre 25 e 50% (+), 50 e 75% (++) e 75 e 100% (+++) das células tumorais
positivas para a proteina. Apenas os casos que tiveram marcacdo de membrana,
foram considerados positivos, sendo excluidos aqueles com reatividade
citoplasmatica. Para as marcagdes com frequéncia superior a 75%, atribuiu-se o

carater de super-expressao para a proteina.

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram descritos por frequéncia absoluta e percentagem. A
significancia estatistica dos achados foi determinada pelo teste de qui-quadrado,
analise da variancia de uma via (ANOVA) e teste t de Student no caso das

amostras independentes.
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A avaliacado da sobrevida foi calculada a partir da data da cirurgia e a data

do 6bito ou do ultimo registro com confirmagdo por contato telefénico, sendo
analisada de acordo com o método de Kaplan-Meier, e as diferencas nas
distribuicées, avaliadas através do teste de Log-rank. O nivel de significancia

adotado foi de a=0,05 e os dados foram analisados com o auxilio dos programas

SPSS versao 11.

3.6 Aspectos Eticos e Avaliagdo da Comissio
Cientifica

O presente estudo esta em conformidade com os itens 1l.3.i e 111.3.t das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(Resolugdo CNS 196/96), bem como com a diretriz numero 12 das Diretrizes
Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo Seres Humanos
(CIOMS, 1993).

Esta investigagdo faz parte de um estudo aprovado pela Comissao
Cientifica do Curso de Pos-Graduagcdo em Medicina e Ciéncias da Saude (361/04-
PG) e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Séo Lucas da PUCRS (CEP

06/03244), apos analise do seu projeto de pesquisa. (Anexo )
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacao estudada

Dos 66 pacientes incluidos nesse estudo, 24 (36,4%) haviam falecido até o
momento da conclusdao deste estudo. Os 42 (63,6%) pacientes restantes
permaneciam em acompanhamento pelo Servico de Oncologia e Cirurgia

Toracica.

A idade média dos pacientes foi de 64,57 anos variando entre 39 a 84
anos. A média de idade por categorias de expressao observada nos pacientes foi
de 66,00 anos nos tumores classificados como (-), 59,60 com classificacéo (+),

59,00 com (++) e 65,79 com (+++).

Com relacdo ao género, houve uma maior incidéncia de NSCLC nos
pacientes masculinos representando uma frequéncia de 75,8% (n= 50) das
amostras. Os tipos histolégicos, como o adenocarcinoma e o0 carcinoma
epidermdide tiveram uma frequéncia de 80,3%, superior aos tipos especiais, 0s
quais estavam representados pelo adenoescamoso (10,6%), bronquiolo-alveolar
(4,5%) e o de grandes células (4,5%). Para o adenocarcinoma a frequéncia
observada foi de 39,4% e para o carcinoma epidermodide de 40,9% das amostras.
As frequéncias relativas ao estadiamento patologico, foram de 15,2%, 28,8%,
24,2%, 10,6%, 6,1% e 15,2% para os grupos IA, IB, IIB, llIA, llIB e IV,
respectivamente. Nao foi obtida amostra com estadiamento patolégico do grupo
[IA. Com relagéo ao grau histoldgico, o tipo Il foi observado em 77,3% dos casos,

valor superior ao grupo | (3%) e lll (19,7%). A idade e género dos pacientes,
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estadiamento patoldgico, tipo e grau histolégico dos tumores, estdo sumarizadas

na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristica da amostra em estudo.

n %
Numero total de pacientes 66
Idade
Média 64,57 anos
Variagao (39-84)
Género
Masculino 50 75,8
Feminino 16 24,2
Tipo Histolégico
Adenocarcinoma 26 39,4
Carcinoma Epidermoide 27 40,9
Tipos Especiais 13 19,6
Estadio Patoldgico
A 10 15,2
IB 19 28,8
A 0 0,0
1B 16 24,2
MA 7 10,6
B 4 6,1
\Y 10 15,2
Grau Histologico
I 2 3,0
Il 51 77,3

1l 13 19,7




64

4.2 Frequéncia de expressao da proteina erbB3
nas amostras de NSCLC

A Figura 10 mostra o histograma da frequéncia de expressao do erbB3 nas

diferentes categorias de expressao das amostras incluidas no estudo.

Em apenas 9 (13,6%) dos tumores observou-se auséncia completa de
marcagao ou positividade em niveis considerados negativos. Na grande maioria
das amostras (66,7%) foi observada uma super-expressao (+++) da proteina
erbB3 de acordo com os critérios de classificagao definidos para este estudo. A
expressao da proteina erbB3, detectada pela técnica de imuno-histoquimica, foi
de 13,6%, 15,2%, 4,5% e 66,7% das amostras com expressao em 0 a 25%, 25 a
50%, 50 a 75% e =275% das células tumorais, respectivamente. Mais de 70% das

amostras tiveram uma marcacgao acima de 50%.
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Figura 10. Histograma da freqiuiéncia de expressao da proteina erbB3 nas
células tumorais das amostras de NSCLC de acordo com a categoria de
expressao definida.

Nas dez amostras incluidas como controle ndo tumoral para o erbB3,
observou-se apenas a expressdo desta proteina em macrofagos e em células

alveolares, validando as reagdes. (Figura 11)
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Figura 11. Fotomicrografia de amostras de doenc¢a inflamatéria utilizada
como controle ndo tumoral. As setas indicam marcagao para a proteina erbB3
apenas nos macrofagos (A) e células alveolares e macrofagos (B). Na figura 11A
pode ser visto um macrofago apds ter fagocitado particulas de carvéo. (Aumento
A e B 400X).



67

As Figuras 12 e 13 mostram o padrdo de expressdao do erbB3 nos
diferentes extremos das graduag¢des analisadas: negativa (-) (Figura 12) e super-
expresssa (+++) (Figura 13). A forte coloragdo marrom denota marcagao positiva,

podendo-se perceber a nitida marcacéo da proteina na membrana.

Nas Figuras 12 e 13, estdo apresentadas duas fotomicrografias de NSCLC
dos subgrupos histologicos carcinoma de grandes células e adenocarcinoma
respectivamente. A fraca marcagcdo exemplificada na Figura 12 representa a
classificagao (-), isto €, 0 a 25% das células tumorais positivas para a proteina
erbB3. Por outro lado, na Figura 13 observa-se uma super-expressao da proteina,
classificada como (+++), isto é, 75% ou mais das células tumorais encontravam-

se marcadas.
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Figura 12. Fotomicrografia em uma amostra de NSCLC, em carcinoma de
grandes células. As setas indicam as células com marcagao positiva para a
expressdo da proteina erbB3. De acordo com o critério de classificacao da
expressdo da proteina, esta amostra é (-), isto é, apresenta de 0 a 25% das
células tumorais marcadas.
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Figura 13. Fotomicrografia em uma amostra de NSCLC, em adenocarcinoma.
As setas indicam as células com marcagéao positiva para a expressao da proteina
erbB3. De acordo com o critério de classificacdo da expressao da proteina, esta
amostra é (+++), isto €, apresenta de 75 ou mais das células tumorais marcadas.
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4.3 Relacoes clinico-patologicas e a expressao da
proteina erbB3

Entre os 66 espécimes analisados ndo foi encontrada relagéo
estatisticamente significativa entre a frequéncia de expressao da proteina e as
variaveis: idade, género, tipo histolégico, estadiamento, grau histoldégico e dbito
(P=0,177, P=0,148, P=0,521 e P=0,691, respectivamente), como descrito na
Tabela 5. Entretanto, quando as amostras foram agrupadas em categorias de
expressao entre 0 e 75% e 75 e 100% das células tumorais positivas para a
proteina erbB3, houve significancia estatistica com relagdo ao grau histolégico
(P=0,04). Ainda, cabe salientar que a maior frequéncia foi encontrada nas
amostras de grau histologico tipo Il (72,5%). Com relagdo as outras variaveis
analisadas, n&o foi observada significancia estatistica quando as amostras foram
classificadas em 0-75% e 75-100%, 0-25% e 25-100%, 0-50% e 50-100% das

células tumorais positivas.
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Tabela 5. Correlagoes entre a freqliéncia de expressao da proteina erbB3 e
as diferentes variaveis estudadas.*

Variaveis Categorias de freqiiéncia para a expressao da proteina erbB3
0-25% 25-50% 50-75% 75-100% P
Idade 9 (13,63%) 10 (15,5%) 3 (4,54%) 44 (66,6%) P=0,177
Média das idades 66,00 59,60 59,00 65,79
(anos)
Sexo
Masculino 5 (55,6%) 10 (100%) 2 (66,7%) 33 (75%) P=0,148
Feminino 4 (44,4%) 0 1(33,3%) 11 (25%)
Tipo Histolégico
Adenocarcinoma 2 (22,2%) 5 (50%) 0 19 (43,2%) P=0,182
Carc.Epidermdide 4 (44,4%) 5 (50%) 1(33,3%) 17 (38,6%)
Tipos Especiais 3 (33,3%) 0 2 (66,7%) 8 (18,2%)
Estadiamento Patolégico
1A 0 1(10%) 0 9 (90%) P=0,521
B 3 (15,78%) 4 (21,05%) 1(5,25%) 11 (57,89%)
A 0 0 0 0
1B 2 (12,5%) 3 (18,75%) 0 11 (68,75%)
A 1(14,28%) 0 0 6 (85,7%)
1B 0 1(25%) 1(25%) 2 (50%)
\Y 3 (30%) 1(10%) 1(10%) 5 (50%)
Grau Histolégico
I 0 0 0 2 (3%) P=0,113
I 5 (55,6%) 8 (80%) 1(33,3%) 37 (84,1%)
I 4 (44,4%) 2 (20%) 2 (66,7%) 5(11,4%)
Obito
Vivo 5 (55,6%) 5 (50%) 2 (66,7%) 30 (68,2%) P= 0,691
Falecido 4 (44,4%) 5 (50%) 1(33,3%) 14 (31,8%)

* Variaveis= (n/%)
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O histograma da Figura 14 representa o numero de pacientes com tumores

de tipo histolégico em cada uma das categorias de expressao da proteina erbB3
onde 19 amostras correspondiam a adenocarcinomas (43,2%), 17 a carcinomas
epidermoides (38,6%) e as oito restantes aos tipos especiais (18,2%). Embora
62,7% das amostras tenham apresentado uma expressdo muito acentuada, isto é,
entre 75 e 100% das células tumorais marcadas, isto €, super-expressao, nao
houve significancia estatistica entre a expressdo da proteina erbB3 e o tipo

histolégico (P= 0,182).
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Figura 14. Histograma do numero de pacientes e das diferentes categorias
de expressao estudadas nos subtipos histolégicos estudados.

Foi possivel realizar a analise da sobrevida em 51 pacientes para os quais
este dado estava disponivel apds confirmagao por contato telefénico. A expressao
da proteina erbB3 ndo apresentou relacdo com a sobrevida (P= 0,471) desses

pacientes mesmo apos o agrupamento das amostras em duas categorias de
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expressao, como representado na Figura 15. A linha verde representa a curva de
sobrevida dos pacientes com tumores com 0 a 25% de células positivas e a linha
lildas a curva de sobrevida obtida para os pacientes com tumores com mais de
25% da célula tumorais expressando a proteina erbB3. Embora sem significancia

estatistica, estes ultimos apresentaram uma sobrevida um pouco maior.
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Figura 15. Sobrevida dos pacientes em relagdao a expressao da proteina
ErbB3.
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5. DISCUSSAO

Considerando que diversos artigos da literatura apontavam para a
possibilidade de um novo membro da familia erbB poder atuar de forma sinérgica
com os outros membros desta familia de proteinas tirosina quinases nos NSCLC,
juntamente com a falta de dados descritos na literatura, buscou-se descrever a
expressao da proteina erbB3 em amostras de NSCLC pela técnica de imuno-
histoquimica.

Ainda, Engelman e colaboradores ja haviam relatado que o erbB3 poderia
ser um importante fator na ativagdo de alguns tipos celulares do céncer de
pulméao, principalmente devido a falha em muitos estudos, os quais demonstraram
apenas respostas parciais com relagdo a tratamentos de bloqueio especifico do
receptor do EGF, freqlientemente encontrado na maioria dos NSCLC.”°

Independente dessas considerag¢des, uma pergunta permanece: Porque o
erbB3 nao teria tido maior repercussao, uma vez que esta familia tem recebido
tamanha atenc&o e principalmente, por ter sido descrita desde 1989?°%" Os poucos
estudos disponiveis nédo respondiam adequadamente esta pergunta, embora Yi e
colaboradores, em 1997," e Hilbe e seus colegas ja apresentavam estas
questdes em seus relatos.”” Em resumo, quatorze anos se passaram e muitas
perguntas relacionadas com a funcdo do erbB3 na carcinogénese ainda nao
foram respondidas.

Comparando os dados obtidos neste estudo com os dados ja existentes na
literatura’""2, foi possivel verificar que a proteina erbB3 possui uma freqiiéncia de
expressao bastante elevada em amostras de NSCLC. O estudo descrito por Yi e

colaboradores, os quais avaliaram uma amostra superior (n= 549) as do presente
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estudo (n=66), encontraram uma alta taxa de positividade da proteina erbB3 em
todos os estadios patoldgicos e que pacientes com super-expressao desta
proteina possuiam menor sobrevida, porém somente aqueles com tumores
estadio Ill e IV, enquanto que nos pacientes com tumores estadio | e Il esta
caracteristica nao foi observada. Assim, os autores sugerem que a expressao da
proteina erbB3 em NSCLC avancgado poderia estar relacionada a um progndstico
desfavoravel. Esses autores observaram ainda uma marcagdo em membrana,
assim como, um padrao citoplasmatico da proteina erbB3 e consideraram as duas
formas para a avaliacdo da positividade.”" Semelhante ao padrdo de membrana
por eles descrito, identificamos um padrdo bastante caracteristico nas amostras
investigadas, entretanto, optamos em descartar as marcagdes citoplasmaticas
indo de encontro ao consenso de marcagao para a proteina erbB2, seguindo as
recomendagdes do HercepTest®, aprovado pelo FDA, uma vez que nao existe um
critério uniforme e padronizado para os outros membros da familia. Além disso,
consideramos o fato de que o erbB3 é uma proteina transmembrana.

Hilbe e colaboradores, num estudo envolvendo 79 amostras de NSCLC,
além de verificar o valor prognoéstico da expressdo da proteina erbB3,
empregaram um painel de proteinas relevantes no processo tumoral. Uma das
questdes levantadas por Hilbe, refere-se ao uso de cortes congelados na
avaliacao da expressao de proteinas pela técnica de imuno-histoquimica. Esses
autores encontraram uma frequéncia de expressao em 46 casos (58 %), com uma
correlagao significativa para o carcinoma de subtipo histolégico epidermdide.
Assim como Yi e colegas, Hilbe de forma semelhante encontrou uma

probabilidade de sobrevida significativamente menor nos pacientes que
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apresentavam um aumento da expressao da erbB3. Porém, na analise univariada,
nao encontraram uma diferenga estatisticamente significativa em relagéo a todos
os parametros testados, obtendo significancia somente quando agrupados. Outro
dado relevante, e pela primeira vez relatado na literatura, foi de que a expressao
do Ki67, estava relacionada com a expressdao do erbB3, sugerindo um tipo
tumoral mais agressivo.”

Embora ndo tenha sido possivel correlacionar a presenga da expressao da
proteina erbB3 com o prognédstico e as outras variaveis clinicas, provavelmente
devido ao pequeno numero de amostras investigadas neste estudo, foi possivel
observar a presenga desta proteina em 86,4% das amostras estudadas,
comprovando que, assim como o EGFR e o erbB2, o erbB3 pode ser encontrado
no NSCLC e de forma bastante pronunciada. E possivel que informacdes relativas
a expressao dos outros membros desta familia, nestas mesmas amostras,
possam trazer novas interpretagdes, lembrando novamente, que seus membros ja
sdo consagrados como proteinas de perfil maligno na oncogénese e atuam de
forma sinérgica.

Nesse sentido, Holbro e colaboradores sugerem que o erbB3 estaria
frequentemente relacionado com a expressao do erbB2 e, de forma dependente,
o erbB2 necessitaria da presenca do erbB3 para fazer a sinalizacdo. O ponto alto
do estudo de Holbro foi que, ao bloquearem a expressao do erbB3 em tumores de
mama, puderam impedir a sinalizacao de erbB2 que estava super-expresso. Por
fim, esses investigadores sugerem a possibilidade do desenvolvimento, para
tumores de mama que possuem uma super-expressdo de erbB2/erbB3, de um

bloqueio especifico do erbB3 visando diminuir o sinal de proliferacdo celular,
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conferindo ao erbB3 uma importante repercussdo clinica, e uma futura
possibilidade de exercer o papel de marcador de diagndstico, juntamente com os
outros membros, EGFR e erbB2.”

Semelhante a esses achados, Krahn e colaboradores, analisando o padrao
de expressao de todos os membros da familia erbB, encontraram no cancer de
pele ndo melanoma, a presengca do erbB3, seja como heterodimero (erbB2/
erbB3) ou heterotrimero (erbB1/ erbB2/ erbB3), estando ausentes nas amostras
de tecido normal de pele. Assim, esses autores sugerem que o erbB3 possa,
futuramente, distinguir as lesbes de pele malignas das benignas. Ainda,
semelhante ao ocorrido no presente estudo, Krahn e colegas, por razbes de
tamanho amostral ndo puderam confirmar esses dados.”

De forma semelhante a Krahn, na presente investigacdo foi utilizado
amostras de tecido ndo tumoral de pulmio com doenca inflamatéria, como forma
de verificar a expressao do erbB3 em tecido ndo tumoral. Igualmente nao foi
observada a expressao dessa proteina nas células pulmonares, mas sim em
macrofagos e células alveolares, como descrito no Atlas de Proteinas Humanas
(HPA= Human Protein Atlas).”

Assim, pelo fato de nao ter sido avaliada a expressao do erbB2 e erbB1,
nao se pode descartar a possibilidade da expressdo do erbB3 detectada nesse
estudo esteja implicada com uma baixa frequéncia de expressdo dos outros
membros da familia. Essa possibilidade poderia explicar a maior sobrevida nas
amostras que possuiam uma maior freqiéncia de expressao da proteina erbB3,

provavelmente decorrente da auséncia de heterodimeros ou heterotrimeros.
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Com relagao aos achados relacionados aos subtipos histolégicos e género,
segundo a OMS, existe uma propor¢gdo maior de carcinoma epidermoide em
homens, préximo a 44% enquanto que para os adenocarcinomas o percentual
seria de 28%. Esses dados séo provenientes de um estudo realizado nos cinco
continentes e refletem as diferengas nos perfis histolégicos existentes, fortemente
influenciados pela evolucdo da epidemia do cancer de pulmao relacionada ao uso
do cigarro.”®

No presente estudo, ndo houve uma disparidade na propor¢cao entre
homens e mulheres com relagdo aos dois tipos histolégicos citados pela OMS e,
portanto, nao foi possivel confirmar esta caracteristica neste estudo.

lyengar e colaboradores, em sua revisao a respeito da relevancia clinica de
marcadores moleculares no cancer de pulmao, abordaram a dificuldade existente
na diferenciagao histopatoldgica dos tumores pouco diferenciados. Esses autores
também mostraram que tanto o erbB1 como o erbB2 permanecem com dados
controversos ndo tendo ainda valor prognéstico.”’

Recentemente, Engelman e colaboradores, avaliando a resposta
relacionada ao tratamento com Gefitinibe, encontraram uma importante
resisténcia em linhagens celulares de canceres de pulmdo a essa droga,
indicando para a sinalizagcao exercida pelo erbB3 (PI3K/Akt), uma das razdes para
essa forma de resisténcia. Na realidade, esses autores sugeriram que o erbB3
quando presente, estimulado pelo proto-oncogene MET, mesmo com o bloqueio
do Gefitinibe ao erbB1, a sinalizagao através da via do PI3k/Akt, exercida pelo
erbB3, acaba desequilibrando o sinal, impedindo o sucesso no tratamento. Ainda,

sugerem a necessidade da continuidade da pesquisa sobre esses mecanismos
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como uma forma de ampliar o conhecimento dos mecanismos de resisténcia nos
tratamentos com alvos direcionados.”®

Koutsopoulos e colaboradores, em detrimento das especulagdes feitas em
relagdo a importancia da pesquisa que envolve a proteina erbB3, descreveram
importantes demonstracées que confirmam o relevante papel dessa proteina na
carcinogénese. O diferencial, em relagdo ao presente estudo, foi que além do
tamanho amostral estudado (n= 209), possuiam um grande numero de tumores
em estadios mais avancados como o 1B (28,2%) e IV (50,7%). Outra divergéncia
foi em relacdo a baixa freqiéncia de expressao da proteina erbB3, presente
somente em 6,5% dos casos. Igualmente, ndo encontraram uma relagcéo entre a
presenca da proteina erbB3 e idade, género, subtipo de tumor, diferenciacéo e
estadio clinico. Relatando ainda, surpreendentemente, a deteccdo de uma
marcagao nuclear em muitas amostras. Por outro lado, encontraram uma
diminuicao estatisticamente significativa na sobrevida quando o erbB3 estava
super-expresso, diferindo dos dados obtidos na presente investigagéo.79

Alguns aspectos avaliados no estudo de Koutsopoulos e colegas, ainda
diferem dos nossos resultados, principalmente em relagdo a frequéncia de
expressao encontrada para a proteina erbB3, bem como a auséncia de expressao
nuclear. Também contradizem os relatos previamente descritos por Yi e
colaboradores, os quais avaliaram uma populacdo em estadio avangado.
Koutsopoulos e colegas apontam para a falta de padronizagdo nas técnicas
empregadas pelos diferentes grupos de investigacdo a causa dessa possivel

divergéncia.
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Diversos estudos sugerem que a presencga do erbB3 esta relacionada com
um desfecho de um pior prognéstico, em razdo da sua presencga desestabilizar o
bloqueio direcionado. A razao para isso € o potencial de sinalizagao do erbB3 na
ativacado da via PI3K/Akt. Assim, muitos autores permanecem na busca do real
papel dessa proteina na carcinogénese e suas implicagdes com o prognéstico e
tratamentos.®°
Nesse sentido, a grande quantidade de informagdes moleculares, novas
possibilidades de tratamento, aliados a inexisténcia de padrboes de resposta bem
definidos sobre o papel da proteina em estudo, sensibilizam para a gravidade do
tema em questdo, e pretendem estimular a comunidade cientifica na busca de
solucbes com o objetivo de reduzir as taxas de mortalidade e aumentar a
sobrevida do pacientes com cancer. No caso particular do cancer de pulmao, boa
parte desses casos poderia ser evitada simplesmente, com melhores habitos de

vida.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que nas amostras de

cancer de pulmao nao-pequenas celulas investigadas neste estudo:

- A proteina erbB3 esteve presente em 86,4% dos casos, caracterizando uma
freqiéncia de expressdo acentuada no NSCLC, com padrao predominante de

marcagao de membrana.

- A frequéncia de expressao da proteina erbB3 quando comparada com as
variaveis do estudo: idade, género, tipo histoldgico, estadiamento patologico, grau
histolégico, 6bito e sobrevida, ndo apresentou relagdo significativa, nao tendo

mostrado um possivel valor prognostico.
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