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RESUMO 

O câncer de pulmão é o mais comum entre os tumores malignos, 

apresentando um aumento de 2% na sua incidência anual mundial. No Brasil, o 

câncer de pulmão foi responsável por 14.715 óbitos em 2000 e as estimativas de 

incidência de câncer de pulmão em 2008 deverá atingir 27.270 pessoas (17.810 

homens e 9.460 mulheres). Este estudo analisa quantitativamente, pela técnica 

da PCR em tempo real, a expressão de dois importantes genes: a cicloxigenase-2 

(COX-2) uma enzima regulatória chave na produção de prostaglandina e a 

oncoproteína HER-3 que parece estar associada com transformações 

neoplásicas. Para avaliar se há relação com os achados clínicos de pacientes 

submetidos à cirurgia de ressecção por câncer de pulmão, foram obtidas 16 

amostras de tecido tumoral e tecido normal de pacientes com indicação de 

ressecção por câncer de pulmão não-pequenas células (NSCLC). Empregou-se a 

técnica da PCR quantitativa baseado na química LUX (Light Upon Extension). 

Além dos dois genes de interesse foi avaliada também a expressão do gene da β-

actina como controle endógeno. A idade dos pacientes variou entre 40 e 73 anos 

(média de 62 anos). Quanto ao gênero 68,8% dos pacientes eram do sexo 

masculino e 31,2% do sexo feminino. Em relação ao estadiamento, 81,3% dos 

pacientes apresentavam doença local (IA-IIB) e 18,7% doença avançada (IIIA-IV), 

sendo que 75% dos 16 tumores era carcinoma epidermóide ou adenocarcinoma e 

25% de outros tipos. Uma maior expressão de COX-2 nos tecidos tumorais em 

ralação aos tecidos normais foi verificada em 11 (68,5%) pacientes. Da mesma 

forma, HER-3 apresentou maior expressão em 13 (81,3%) pacientes. A razão 

entre o tecido tumoral e o tecido normal <0,6, foi usada para definir a 

superexpressão das proteínas estudadas. Segundo este critério, encontramos 

COX-2 e HER-3 superexpressas em dois (12,5%) e três (18,75%) dos pacientes, 

respectivamente, resultado este, sem significância estatística. Verificou-se uma 

correlação forte entre os marcadores estudados (r2 = 0,61; p = 0,01). Foi possível 

observar a presença de COX-2 e HER-3 em 100% das amostras analisadas. 



 

ABSTRACT 

 
The lung cancer is the commonest among malignant tumors, showing an 

increase of 2% in its annual incidence worldwide. In Brazil, the lung cancer was 

responsible for 14,715 deaths in the year 2,000 and its incidence for the year 2008 

should reach 27,270 people (17,810 men and 9,460 women). This study examines 

quantitatively by real time PCR, the expression of two major genes: the 

cyclooxygenase-2 (COX-2) a key regulatory enzyme in the prostaglandin 

production, and HER-3 an oncoprotein that seems to be associated with neoplastic 

transformation, to assess whether there is a relationship between COX-2 and 

HER-3 expression and the clinical features of patients undergoing resection for 

lung cancer. Tumor and normal tissue were obtained from 16 patients undergoing 

lung resection for non-small cell lung cancer (NSCLC). We applied quantitative 

PCR technique based on chemical LUX (Light Upon Extension). In addition, the 

expression of the β-actin gene was also evaluated as an endogenous control. The 

patients age ranged between 40 and 73 years (mean 62 years). Regarding gender 

68.8% of the patients were male and 31.2% female. Regarding the stage, 81.3% of 

patients had local disease (IA-IIB) and 18.7% presented with advanced disease 

(III-IV), and 75% were epidermoid or adenocarcinoma and 25% of other types. 

Increased expression of COX-2 in tumor tissues compared to normal tissue was 

found in 11 (68.5%) patients. Similarly, HER-3 showed higher expression in 13 

(81.3%) patients. The ratio of the tumor tissue and normal tissue <0.6 was used to 

define protein over expression, and according to this criteria COX-2 and HER-3 

were super expressed in 2 (12.5%) and 3 (18.75%) patients, respectively, although 

this result does not have statistical significance. We also found a high correlation 

between gene expression (r2 = 0.61, p = 0.01). Moreover, COX-2 and HER-3 

genes were expressed in all samples. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer é uma doença crônica e degenerativa de etiologia multifatorial 

onde fatores ambientais, como os raios UV e o consumo de tabaco e álcool, têm 

seus efeitos carcinogênicos comprovados. Entretanto, muitos fatores genéticos e 

epigenéticos estão envolvidos no processo de forma complexa e dinâmica. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer pode ser 

considerado como uma doença de saúde pública no mundo inteiro, afetando 

todas as pessoas, desde jovens a idosos, ricos ou pobres, homens, mulheres e 

crianças.1 

Ainda de forma geral, todos os cânceres se relacionam com o mau 

funcionamento dos genes responsáveis pelo controle do crescimento e divisão 

celular e estima-se que aproximadamente 5% de todos os cânceres possuam um 

forte componente hereditário, sendo o restante causado principalmente por 

mutações gênicas que são adquiridas durante a vida.2 

A presença de alterações em oncogenes, proto-oncogenes, fatores de 

crescimento, proteínas de regulação do ciclo celular, supressoras tumorais3 e 

angiogênicas4, são alguns exemplos de genes e suas alterações envolvidas no 

processo neoplásico. 

Considerando a complexidade dos eventos que regulam o ciclo celular – 

metabolismo do DNA, mitose, segregação dos cromossomos – percebe-se que 

muitos genes importantes podem estar envolvidos neste processo atuando em 

um mecanismo de interação complexa. Podemos apontar genes como o p53, p21 
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(envolvidos no controle do ciclo celular e recombinação gênica), a família dos 

genes bcl-2 (reguladores da apoptose) e o p16 (“ponto de verificação na mitose”). 

Uma cascata de eventos que ativam sinais bioquímicos em cadeia resulta na 

ativação ou repressão de diversos coordenadores do ciclo, divisão e 

diferenciação celular, através de fatores de crescimento e seus receptores, 

citocinas, fatores de transcrição e enzimas de controle de replicação de DNA.5  

O aumento dos conhecimentos básicos nessa área ocorreu em proporção 

geométrica a partir da década de oitenta. Mesmo assim, a aplicação prática na 

clínica diária se restringe praticamente ao diagnóstico diferencial de lesões com 

histologia dúbia (através da imuno-histoquímica) e de seguimento de lesões 

previamente diagnosticadas por outros métodos (através dos marcadores 

tumorais). Embora recentemente, os microarranjos de DNA tenham trazido novas 

esperanças para a aplicação clínica da biologia molecular. 

Muitos dados disponíveis na literatura relacionam alterações em diversas 

proteínas, no entanto ainda não existem resultados conclusivos com relação aos 

marcadores, ou a combinação de marcadores para a identificação, classificação, 

prognóstico e acompanhamento pós-cirúrgico ou pós-quimioterapia ou 

radioterapia desses tumores. Assim, propõe-se a análise quantitativa de algumas 

proteínas envolvidas nos processos de apoptose e no controle e regulação do 

ciclo celular, numa tentativa de avaliar a possível relação de seus níveis de 

expressão com o desfecho observado para cada paciente. Igualmente, propõe-se 

avaliar seu emprego na determinação dos diferentes graus de diferenciação 
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maligna, definindo seu valor prognóstico e fornecendo indicações para um melhor 

acompanhamento pós-cirúrgico e/ou pós-tratamento. 

A combinação de todos os fatores envolvidos no câncer de pulmão, como a 

alta incidência, alta mortalidade, alto custo dos tratamentos e o impacto no 

trabalho e na qualidade de vida dos cidadãos é o argumento que sinaliza para a 

relevância do tema em estudo.  

 

1.1 Epidemiologia do Câncer de Pulmão 

Ao longo do século XX, as neoplasias configuraram-se como um dos mais 

importantes problemas de saúde no mundo. Em 2002 havia 24,6 milhões de 

pessoas vivendo com câncer no mundo e, no mesmo ano, surgiram 10,9 milhões 

de casos novos da doença. Para os próximos anos, a expectativa é de um 

aumento na incidência das neoplasias, chegando-se ao surgimento de 16 milhões 

de novos casos em 2020.6 O número de óbitos decorrentes de neoplasias 

também é elevado. De um total de 58 milhões de mortes ocorridas em 2005, 7,6 

milhões (13%) foram devido ao câncer, sendo que mais de 70% dos óbitos 

ocorreram em países de média e baixa renda7. No Brasil, as neoplasias 

respondem pela segunda causa de morte desde 2000 e, para o ano de 2008, 

espera-se o surgimento de 242 mil novos casos de câncer em todo o país, 

conforme observado Tabela 1. 
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O câncer de pulmão é o mais comum entre todos os tumores malignos, 

apresentando um aumento de 2% na sua incidência anual mundial. Em 90% dos 

casos diagnosticados encontra-se uma associação com o consumo de derivados 

de tabaco. No Brasil, o câncer de pulmão foi responsável por 14.715 óbitos em 

2000, sendo o tipo de câncer que mais fez vítimas.8 

Tabela 1. Estimativas de novos casos de câncer para o ano de 2008.8 

 
Fonte: INCA, 2008. http://www.inca.com.br. Acesso em 10/2008 
* Números arredondados para 10 ou múltiplos de 10 
 

Este tipo de câncer está entre os mais freqüentes tipos de neoplasias, 

tanto em países industrializados quanto em países em desenvolvimento. Apenas 

no ano 2000, surgiram aproximadamente 1,2 milhões de casos novos no mundo, 

sendo 75% em homens.9 No mesmo ano, cerca de 1 milhão de pessoas 

morreram por câncer de pulmão. De todos esses óbitos, 45% ocorreram em 

países menos desenvolvidos.10 
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O Instituto Nacional do Câncer estimou, para o Brasil, o surgimento de 

27.270 novos casos de câncer de pulmão, sendo 17.810 entre os homens e 9.460 

entre as mulheres em 2008. Esses valores correspondem a um risco estimado de 

19 novos casos a cada 100 mil homens e 10 novos casos a cada 100 mil 

mulheres. No Rio Grande do Sul são esperados 2.770 novos casos em homens e 

1.220 novos casos em mulheres para este mesmo ano.8 

As Figuras 1 e 2 apresentam as estimativas de novos casos de câncer de 

pulmão em homens e mulheres no Brasil, para o ano de 2008, sendo que o Rio 

Grande do Sul tem uma taxa estimada de até 50,46 casos para cada 100.000 

homens e 21,42 casos para cada 100.000 mulheres.8 

 

Figura 1 – Distribuição geográfica das taxas brutas de incidência por 100.000 
homens estimadas para o ano 2008, segundo a Unidade da Federação 
(neoplasia maligna da traquéia, dos brônquios e dos pulmões). Fonte: INCA, 
2008. http://www.inca.com.br. Acesso em 10/2008 
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Além de altas taxas de incidência e de mortalidade, o câncer de pulmão 

apresenta elevada letalidade. A taxa de sobrevida de 5 anos de pacientes com 

câncer de pulmão varia entre 13% e 21% em países desenvolvidos e entre 7% a 

10% em países em desenvolvimento8, com médias inferiores às taxas de 

sobrevida de outras neoplasias, como o câncer de cólon, de mama e de 

próstata.11 

 

Figura 2. Distribuição geográfica das taxas brutas de incidência por 100.000 
mulheres estimadas para o ano 2008, segundo a Unidade da Federação 
(neoplasia maligna da traquéia, dos brônquios e dos pulmões). Fonte: INCA, 
2008. http://www.inca.com.br. Acesso em 10/2008 

 

Nos Estados Unidos, dados da ACS (American Cancer Society) mostram 

que em termos de mortalidade, o câncer de pulmão está em primeiro lugar em 

ambos os sexos. Ainda com relação aos dados americanos, a projeção para o 

ano de 2007 era de 213.380 novos casos de câncer de pulmão e de 160.390 
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mortes, sendo que 89.510 perfaziam o grupo masculino e 70.880, o grupo 

feminino. 

É importante ressaltar que a mortalidade por câncer de pulmão entre 

indivíduos fumantes é cerca de 15 vezes maior do que entre pessoas que nunca 

fumaram, enquanto entre os ex-fumantes é cerca de quatro vezes maior. Merece 

também destaque, os dados relativos aos fumantes ditos passivos, que estariam 

expostos a aproximadamente 4.700 substâncias, sendo que mais de 50 seriam 

sabidamente suspeitas de causar câncer tanto no homem quanto em animais. 

Outro dado relevante e de grande gravidade, é que a cada ano aproximadamente 

3.000 não-fumantes adultos morrem por câncer de pulmão por terem sido 

fumantes passivos.13 

 

1.2 Câncer de Pulmão 

Histológica e clinicamente, os cânceres de pulmão são classificados em 

câncer de pulmão não-pequenas células (NSCLC) e câncer de pulmão de 

pequenas células (SCLC). O NSCLC é o mais freqüente, entre 75 a 80% de todos 

casos.(14,15) Nestes pacientes o estadiamento é fundamental para estabelecer a 

estratégia terapêutica.  

O câncer de pulmão de não-pequenas células corresponde a um grupo 

heterogêneo composto de 4 tipos histológicos principais e distintos: o carcinoma 
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epidermóide, o adenocarcinoma, o carcinoma de grandes células e os tipos 

mistos. 

Com relação ao tratamento do NSCLC e seus subtipos, geralmente não 

são tratados de forma distinta, porém diferentemente da maioria dos SCLC, o 

NSCLC inclui a opção cirúrgica, principalmente nos estádios iniciais.16 

Com relação aos subtipos histológicos, nos EUA, o adenocarcinoma, é o 

subtipo histológico mais comum de câncer de pulmão, enquanto na Europa, o 

carcinoma epidermóide é o mais freqüente, apesar do significativo aumento da 

incidência de adenocarcinoma.17 Um fato interessante é que o aumento na 

incidência de adenocarcinoma tem sido associado ao menor consumo de 

cigarro.18 Em um estudo realizado em Pelotas/RS, por Menezes19 e 

colaboradores, em 2000, os riscos atribuíveis ao cigarro indicaram que a 

eliminação total do tabagismo levaria à prevenção de 71% do câncer de pulmão, 

54% do câncer de esôfago e 86% do câncer de laringe. 

O câncer de pulmão vem representando um grande desafio para os 

oncologistas, uma vez que, apesar de todos os avanços diagnósticos e 

terapêuticos, a taxa de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada em 

13% ao longo das últimas décadas.14 

O interesse em elucidar as prováveis diferenças existentes nos distintos 

grupos de câncer de pulmão não-pequenas células levou à descoberta de 

múltiplas proteínas, genes e vias relacionadas ao processo tumoral. Diante disso, 

se por um lado existe uma constelação de sinais clínicos, por outro existe uma 
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miríade de marcadores moleculares que têm sido gradativamente incluídos ao 

painel do câncer de pulmão não-pequenas células a fim de identificar indicadores 

prognósticos e perspectivas para a identificação de indivíduos de alto risco, bem 

como para a definição de parâmetros adicionais que nos auxiliem na explicação 

para a variabilidade na sobrevida.(20-22) 

 

1.3 Estadiamento do Câncer 

A necessidade de se classificar os casos de câncer em estádios baseia-se 

na constatação de que as taxas de sobrevida são diferentes quando a doença 

está restrita ao órgão de origem ou quando ela se estende a outros órgãos. 

O sistema de estadiamento mais utilizado é o preconizado pela 

International Union Against Cancer (IUAC), denominado Sistema TNM de 

Classificação dos Tumores Malignos23. Conforme descrito nas Tabelas 2 e 3, este 

sistema baseia-se na extensão anatômica da doença, levando em conta as 

características do tumor primário (T), as características dos linfonodos das 

cadeias de drenagem linfática do órgão em que o tumor se localiza (N), e a 

presença ou ausência de metástases à distância (M). Estes parâmetros recebem 

graduações, geralmente de TX a T4, de N0 a N3 e de M0 a M1, respectivamente. 

O estadiamento pode ser clínico e patológico. O estadiamento clínico é 

estabelecido a partir dos dados do exame físico e dos exames complementares 

pertinentes ao caso. O estadiamento patológico baseia-se nos achados cirúrgicos 
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e no exame anatomopatológico da peça operatória. Este último é estabelecido 

após o tratamento cirúrgico e determina a extensão da doença com maior 

precisão. O estadiamento patológico pode ou não coincidir com o estadiamento 

clínico e não é aplicável a todos os tumores.  

A indicação terapêutica para o tratamento do câncer depende do 

estadiamento da doença, e um estadiamento bem conduzido leva a condutas 

terapêuticas corretamente aplicadas. 

Tabela 2. Características do tumor primário (T), comprometimento dos 
linfonodos regionais (N) e presença de metástases à distância (M). 

TX Somente citologia positiva 

T1 ≤ 3 cm 

T2 > 3cm, brônquio principal ≥2 cm da Carina, invade pleura visceral, 
atelectasia parcial 

T3 Parede torácica, diafragma, pericárdio, pleura mediastinal, brônquio 
principal <2 cm da Carina, atelectasia total 

T4 Mediastino, coração, grandes vasos, Carina, traquéia, esôfago, 
vértebra; nódulos distintos no mesmo lobo, derrame pleural maligno 

N1 Peribrônquico homolateral, hilar homolateral 

N2 Mediastinal homolateral, subcarinal 

N3 Hilar ou mediastinal contralateral, escaleno ou supra-clavicular 

M1 Inclui nódulo distinto em lobo diferente 

Fonte: TNM: classificação de tumores malignos, 6ºedição – Rio de Janeiro: INCA, 2004. 
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Tabela 3. Estadiamento dos tumores malignos. Classificação TNM. 

Carcinoma oculto TX N0 M0 

Estádio 0 Tis N0 M0 

Estádio IA T1 N0 M0 

Estádio IB T2 N0 M0 

Estádio IIA T1 N1 M0 

Estádio IIB T2 

T3 

N1 

N0 

M0 

M0 

Estádio IIIA T1, T2 

T3 

N2 

N1, N2 

M0 

M0 

Estádio IIIB Qualquer T 

T4 

N3 

Qualquer N 

M0 

M0 

Estádio IV Qualquer T Qualquer N M1 

Fonte: TNM: classificação de tumores malignos, 6ºedição – Rio de Janeiro: INCA, 2004. 

 

1.4 Alterações Moleculares no Câncer de Pulmão 

Várias proteínas consideradas como marcadores diagnósticos já foram 

estudadas em pacientes com NSCLC. Entre eles, destacamos o CEA (antígeno 

carcino-embrionário), o TPA (antígeno polipeptídeo tecidual), o SCC-Ag (antígeno 

do carcinoma de células escamosas), o Chr A (cromogranina A), a NSE (enolase 

neurônio-específica), o CYFRA21.1 (fragmentos de citoqueratina), a NCAM 

(molécula de adesão celular neural), a CPK-BB (creatina fosfoquinase BB) e o 

sIL-2R (receptor de interleucina solúvel-2). As principais aplicações clínicas para 

esses marcadores são o seu papel auxiliar no estadiamento e na avaliação 

prognóstica.24 
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Substâncias presentes no tabaco podem atuar como carcinógenos ou, 

geralmente, pró-carcinógenos. As enzimas envolvidas na ativação e conjugação 

de constituintes do tabaco são o citocromo P450 (CYP1A1, CYP2E1) e enzimas 

como a glutatione S-transferase (GST), e as N-acetiltransferases. Vários estudos 

já comprovaram a associação entre o tabagismo e as alterações moleculares 

relacionadas ao câncer de pulmão. Na Tabela 4 estão descritos os principais 

marcadores moleculares encontrados no câncer de pulmão e suas respectivas 

funções. A Tabela 5 apresenta a freqüência desses marcadores nos dois tipos de 

câncer de pulmão. 

Tabela 4. Principais marcadores moleculares encontrados no câncer de 
pulmão e suas funções.25 

Genes de supressão tumoral p53, Rb, p16, p21 

Proto-oncogenes K-ras, c-myc, c-erB-1 e 2, HGF, HER-2 

Telomerases hTERT 

Hipermetilação e fatores de crescimento GRP/BN, TGF-b, FCGF, PTHrP, IGF-I e II 

Apoptose e angiogênese BCL-2, VEGF 

Amplificação gênica HER-2 

Os avanços da biologia molecular permitiram demonstrar que a 

carcinogênese é decorrente de uma série de alterações progressivas e 

particulares em cada neoplasia, com grande variabilidade mesmo em tumores 

distintos de um mesmo paciente. 
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Tabela 5. Freqüências dos marcadores moleculares no câncer de pulmão.25 

Marcador molecular NSCLC (%) SCLC (%) 

p53 40-60 40-70 

Rb 30 ~ 100 

p16 10-40 <1 

K-ras 15-20 <1 

c-myc 10 80-90 

BCL-2 12-25 75-80 

c-erB-2 25 <5 

FHIT 40 80 

Telomerases 80-85 ~ 100 

GRP/BN Raro 20-60 

 

A seguir serão apresentadas uma breve descrição das características e 

funções dos genes COX-2 e HER-3, que foram eleitos por nós para serem 

analisados neste estudo, em função da alta evidência em recentes trabalhos 

científicos: COX-2 inúmeras vezes citado como alvo de tratamentos preventivos e 

também pela hipótese de sua alta expressão estar envolvida no aumento do risco 

de câncer em geral e HER-3 por já ser uma proteína largamente estudada pelo 

nosso grupo de pesquisa em trabalhos de imunohistoquímica e agora analisada 

quantitativamente. 
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1.4.1 Cicloxigenase-2 (COX-2) 

A Cicloxigenase-2 (COX-2), é uma enzima reguladora chave na produção 

de prostaglandina, cujos níveis apresentam-se alterados em diversos tipos de 

cânceres. Esta enzima aumenta os níveis da proteína anti-apoptótica Bcl2, 

levando a resistência à apoptose e, conseqüentemente, prolongando a 

sobrevivência de células com DNA danificado.  

A Cicloxigenase-2 foi isolada pela primeira vez por Hemler em 197626, e é 

um homodímero com peso molecular de 71 kD, tratando-se de um ácido graxo 

desidrogenase que possui um átomo de ferro formando parte do grupo heme, co-

fator fundamental para o funcionamento da enzima. 

Duas isoformas (COX-1 e COX-2) foram clonadas, e compartilham mais de 

60% dos seus aminoácidos, com atividade enzimática similar, mas diferem na sua 

regulação, distribuição e expressão.(27-30) A COX-2 é a enzima responsável pela 

conversão do ácido aracdônico em prostanóides e pode ser induzida por vários 

estímulos, como hormônios, citocinas, fatores de crescimento e promotores 

tumorais.(30-33) 

A expressão da COX-2 pode ocorrer em vários tipos celulares e tecidos 

especializados onde desempenha funções biológicas, tais como imunidade, 

fisiologia renal, reabsorção óssea e secreção pancreática. Estas funções são 

reguladas especificamente para cada processo e tecido envolvido.34 
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A expressão da COX-2 é regulada por mediadores envolvidos na 

inflamação. Lipopolissacarideos e citocinas pró-inflamatórias (interleucina 1β, 

fator de necrose  tumoral (TNF) e fatores de crescimento) podem induzir a 

produção da COX-2. Glicocorticódes, interleucina-4, interleucina-13 e a citocina 

antiinflamatória interleucina-10 podem inibir a expressão de COX-2.(35-37) 

Nos últimos anos, muitas pesquisas têm relacionado à expressão da COX-

2 com as neoplasias malignas. A expressão elevada da COX-2 tem sido 

observada em diferentes tipos de câncer. O prognóstico dessas neoplasias 

parece estar diretamente relacionado com a expressão da COX-2, o que nos faz 

acreditar em um efeito terapêutico das drogas anti-COX-2 no tratamento do 

câncer.(30, 38-41) 

Alguns autores, avaliando adenocarcinomas colorretais nos diferentes 

estágios, verificaram uma piora significativa no prognóstico daqueles pacientes 

com expressão elevada de COX-2 quando comparados com os indivíduos com 

tumores no mesmo estádio e com baixa expressão desta proteína.42 

Uma marcação forte a moderada da COX-2 foi observada no tecido 

neoplásico de pacientes com carcinoma epidermóide em comparação com o 

tecido normal dos mesmos pacientes, sugerindo sua possível participação da 

etiopatogenia do câncer epidermóide.43 

Da mesma forma, a superexpressão da COX-2 tem sido descrita em 

diversos tipos de câncer, incluindo o câncer de pulmão. Brabender e 

colaboradores (2002) analisaram por PCR em tempo real amostras de tumor de 
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89 pacientes com NSCLC submetidos a ressecção curativa e detectaram a 

expressão de COX-2 em 100% dos casos, verificando ainda uma associação 

entre a alta expressão desta proteína e a baixa sobrevida dos pacientes.  

Estudos epidemiológicos mostram que o uso prolongado de 

antiinflamatórios não esteroidais reduz o risco de câncer de colon(45,46) e outros 

estudos sugerem que o ácido acetilsalicílico pode reduzir a incidência de câncer 

de pulmão.(47-49) O efeito antineoplásico dos AINEs pode estar na inibição da 

COX-2, provavelmente responsável por restaurar a atividade apoptótica das 

células neoplásicas e reduzir a mitogênese e a angiogênese tumoral. A COX-2 é 

altamente induzível por estímulos pró-inflamatórios, e as prostaglandinas 

produzidas por ela possuem papel central na cascata da inflamação.50 

Na tentativa de compreender e identificar a forma como a COX-2 atua nas 

neoplasias malignas, os pesquisadores encontraram uma importante correlação 

entre a expressão da COX-2 e a apoptose, associado ao aumento nos níveis de 

PGE2 à modulação de fatores anti e pró-apoptóticos, como o Bcl2 e o Bax, 

respectivamente.(51,52) 

Sob esse ponto de vista, a tecnologia de análise do perfil de expressão 

gênica tem se tornado uma ferramenta importantíssima na busca de marcadores 

diagnósticos e determinação de potenciais alvos terapêuticos. 
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1.4.2 Oncoproteína HER-3 

A oncoproteína HER-3 parece estar associada com transformações 

neoplásicas e de acordo com estudos prévios realizados pelo nosso grupo de 

pesquisa, parece estar relacionada com recidiva tumoral e a sobrevida dos 

pacientes com carcinoma de células escamosas (SCC) de cabeça e pescoço.53 

É uma proteína pertencente ao grupo da família erbB, a erbB-3 (HER-3), 

possui uma importante atividade de tirosina quinase.(54,55) Em diversas 

investigações essa proteína tem sido apontada como um potente alvo para o 

tratamento do câncer de pulmão56 bem como de outros tipos de câncer(57-66) como 

a leucemia.67 

As proteínas tirosina quinases (TK), pertencem a um grande grupo de 

proteínas conhecidas como proteínas quinases, uma super-família(68-72) de mais 

de 500 proteínas mapeadas e catalogadas.72 As quinases são enzimas que 

catalisam reações de fosforilação e possuem suas atividades relacionadas ao 

controle e regulação da proliferação celular, aparecendo de forma abundante nas 

células alteradas, justificando sua associação como uma via crítica no processo 

neoplásico. As proteínas quinases também são reconhecidas por participar da 

maioria dos processos de transdução de sinal nas células eucarióticas através da 

modificação da atividade de substratos, controlando muitos processos celulares, 

incluindo o metabolismo, a transcrição, a progressão do ciclo celular, o rearranjo 

do citoesqueleto, o movimento celular, a apoptose e a diferenciação. Em se 

tratando das tirosinas quinases, a fosforilação ocorreria então principalmente nos 
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resíduos de tirosina.73 Por outro lado, anormalidades nesses receptores de 

superfície celular têm sido correlacionadas com o desenvolvimento e a 

progressão do câncer, baixa resposta aos agentes quimioterápicos, baixas taxas 

de sobrevida74 e recidiva da doença.53 

Atualmente, para diversos pesquisadores, o receptor erbB3 ou HER-3, está 

diretamente associado ao desenvolvimento tumoral devido à formação de um 

potente sinal de transdução para o núcleo, quando da formação de um 

heterodímero entre HER-3/HER-2.(61,75,76). Mais especificamente, o HER-3 ativa a 

cascata do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que está implicado na promoção da 

proliferação celular e da sobrevivência.77 

 

1.5 PCR em tempo real 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma tecnologia 

comum, rápida e eficiente para amplificar seqüências específicas de ácidos 

nucléicos e, com o rápido avanço da biologia molecular, surgiu também a 

necessidade de quantificar o DNA amplificado. 

A nova tecnologia da PCR em tempo real permite a quantificação com 

precisão de moléculas de DNA em um curto período de tempo, baseado no uso 

de uma sonda ou iniciadores fluorescentes que permitem correlacionar a 

intensidade do sinal coletado com a quantidade de produto amplificado. Além 

disso, esta nova técnica dispensa os procedimentos pós PCR, eliminando a 
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necessidade do uso de géis de agarose, possibilitando a visualização direta dos 

produtos amplificados e diminuindo o tempo de análise dos resultados. As 

principais vantagens desta técnica são: a amplificação e a análise do produto no 

mesmo tubo de reação, evitando a contaminação e, os resultados são 

padronizados pela quantificação de genes.  

Entre os principais sistemas de detecção utilizados na PCR em tempo real 

estão os sistemas LUX™ (Light Upon Extension), TaqMan® e Sybr Green. No 

sistema LUX utiliza-se um par de oligonucleotídeos, que irá definir o alvo de 

amplificação, sendo que um dos oligonucleotídeos apresenta um fluoróforo ligado 

no terminal 3’. Este oligonucleotídeo é denominado de fluorogênico e apresenta 

uma pequena cauda de 4 a 6 nucleotídeos no terminal 5’, que é complementar ao 

terminal 3’ formando uma estrutura em forma de alça no próprio oligonucleotídeo 

que, nesta conformação, não emite fluorescência. Durante a reação de PCR esta 

estrutura é desfeita com o aumento da temperatura, sendo possível o anelamento 

dos oligonucleotídeos com a sua seqüência alvo. À medida que esta estrutura vai 

se tornando linear há um aumento na quantidade de fluorescência emitida. O 

aumento da quantidade de fluorescência emitida no decorrer dos ciclos da PCR 

pode ser correlacionado com o aumento da quantidade do fragmento amplificado. 

As principais vantagens deste tipo de detecção é a alta especificidade, pelo fato 

de que o próprio oligonucleotídeo é marcado com fluorescência e a possibilidade 

de realizar reações múltiplas na mesma reação de PCR, utilizando diferentes 

fluoróforos. O sistema TaqMan® também aumenta a especificidade da reação, 

mas apresenta um maior custo pela utilização de um oligonucleotídeo modificado 
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além dos habituais para PCR. O sistema Sybr Green é um agente intercalante de 

DNA, inespecífico e revela qualquer dupla fita gerada na reação de amplificação. 

Em decorrência desse fato, os ensaios que utilizam esse agente devem ter 

desenho cauteloso para evitar possíveis resultados espúrios. 

Muitos parâmetros devem ser controlados para se obter uma medida de 

expressão quantitativa confiável: quantidades iniciais de amostra, qualidade da 

extração do RNA e eficiência da síntese de cDNA. A técnica freqüentemente 

utilizada para normalizar os parâmetros citados é a utilização de um gene de 

controle interno. De acordo com critérios geralmente aceitáveis, um gene de 

normalização adequado é um gene que não apresente variação na sua expressão 

em todas as amostras investigadas.78 

Dois são os procedimentos de quantificação padrão utilizados na PCR em 

tempo real: relativo e absoluto. A quantificação relativa compara a expressão de 

um ou mais genes de referência dentro de uma mesma amostra. A quantificação 

absoluta requer um padrão apropriado de uma concentração conhecida para 

fazer diluições seriadas e estabelecer uma curva padrão. Esta fornecerá uma 

relação linear entre valores do ciclo limiar e quantidades iniciais do gene molde, 

permitindo determinar a concentração exata das amostras desconhecidas.(79,80) A 

quantificação absoluta é considerada mais trabalhosa devido à necessidade de 

criar padrões de confiança.81 
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Figura 3. Curva de reação da PCR em Tempo Real e definição de Ct (Cycle 

Threshould) 

A Figura 3 mostra o ponto de detecção do ciclo na qual a reação atinge o 

limiar da fase exponencial que é denomidado “Cycle Threshold” (Ct). Este ponto 

permite a quantificação exata e reprodutível baseado na fluorescência. 

A PCR em tempo real tem sido adotada em estudos de expressão de 

genes que requerem alta sensibilidade e exatidão na quantificação dos níveis de 

mRNA de uma pequena amostra de tecido.(79,82) Esta tecnologia tem sido utilizada 

na quantificação da expressão de genes em tumores, tendo grande importância 

na investigação de genes responsáveis pelo desenvolvimento do câncer, 

progressão da doença e resposta a tratamentos. 
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2. OBJETIVOS 

Considerando a incidência crescente do câncer de pulmão e a necessidade 

de se identificar marcadores diagnósticos e prognósticos para esta doença, 

propomos este estudo com os seguintes objetivos: 

 

2.1 Objetivo geral 

- Quantificar a expressão dos genes COX-2 e HER-3, em câncer de 

pulmão, pela técnica da PCR em tempo real. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Quantificar e comparar a expressão da COX-2 em amostras de câncer de 

pulmão e tecido normal; 

- Quantificar e comparar a expressão da HER-3 em amostras de câncer de 

pulmão e tecido normal; 

- Avaliar a relação da expressão (tecido tumoral/ tecido normal) dos genes 

COX-2 e HER-3 com as características clínico-patológicas de pacientes com 

câncer de pulmão. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 População e amostras do estudo 

Amostras de tecido tumoral (T) e de tecido normal (N) foram obtidas de 16 

pacientes com indicação de ressecção por câncer de pulmão, através do Serviço 

de Cirurgia Torácica do Hospital São Lucas da PUCRS, no período de 2004 a 

2007. Imediatamente após a retirada cirúrgica da peça anatômica, as amostras 

foram armazenadas em frascos estéreis a -80°C. 

Os pacientes não possuíam diagnóstico prévio de outra neoplasia e não 

haviam recebido nenhuma forma de tratamento antineoplásico. 

 

3.2 Extração do RNA total 

O RNA total das células foi isolado utilizando-se 1 mL de TRIZOL Reagent 

(Invitrogen, USA) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para a 

destruição  da membrana celular e nuclear e liberação dos ácidos nucléicos. Após 

o período de incubação, as suspensões foram transferidas para um tubo 

eppendorf seguidas da adição de 200 µL/tubo de clorofórmio gelado. As amostras 

foram homegeneizadas durante 15 segundos, incubadas por 10 minutos a 

temperatura ambiente e centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Após 

o término da centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo 
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onde foram adicionados 500 µL de álcool isopropílico gelado. As amostras foram 

incubadas por, pelo menos, 2 horas a -20°C e centrifugadas por 10 minutos nas 

mesmas condições. Os precipitados foram lavados com 500 µL de etanol 75% 

gelado e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos a 4oC. O sobrenadante foi 

aspirado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente durante 

aproximadamente 30 minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, os RNAs 

foram solubilizados com 20 µL de H2O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC 0,1 

%, Invitrogen, USA) contendo 1 µL de inibidor de RNase (40 U/µL; Invitrogen, 

USA). A integridade do RNA total extraído das amostras foi analisada por 

espectrofotometria (OD260/280).  

Para evitar uma possível contaminação com DNA na extração de RNA 

total, prévia à transcrição reversa, as amostras foram tratadas com a enzima 

Deoxiribonuclease I (DNase I 124 U/µL, Invitrogen, USA). Esta enzima cliva DNA 

de fita simples e dupla que contém extremidades 5’ fosfato. As amostras foram 

incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Após este período, a 

enzima foi inativada pela adição de 1 µL de 25 mM de EDTA e incubadas por 10 

minutos a 65 oC. 

 

3.3 Síntese de DNA complementar 

Uma vez obtido o RNA total das células e tratado com a DNase I, foi 

realizada a reação de transcrição reversa para a síntese da primeira fita de DNA 
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complementar (cDNA) para subseqüente PCR, utilizando-se a enzima Superscript 

II (Invitrogen, USA) e Oligo-dT12-18 (Invitrogen, USA). Para cada reação foram 

utilizados 100 ng de RNA total, 0,5 µL da enzima Superscript II (200 U/µL; 

Invitrogen, USA), 0,2 µL de Oligo dT, 4,5 µL de DTT (0,1 M; Invitrogen, USA), 4,5 

µL de dNTPS (100 mM; Invitrogen, USA), 4,5 µL de MgCl2 (50 mM), 9 µL de 

tampão da enzima (5x; Invitrogen, USA), completando 45 µL de solução de 

reação. As reações foram incubadas no termociclador (Peltier Termocycler, MJ 

Research) e submetidas ao seguinte programa: 10 minutos a 25oC, 45 minutos a 

42oC, e 3 minutos a 99oC. Após o término da transcrição reversa foi adicionado a 

cada tubo, 5 U de inibidor de RNAse (10 U/µL; Invitrogen, USA) e as amostras 

foram incubadas a 37°C por 20 minutos. Os cDNAs foram armazenados a -20 oC 

até o uso para a reação da PCR em tempo real. 

 

3.4 PCR em tempo real para quantificação relativa 

da expressão dos genes COX-2 e HER-3 

 Para avaliar a expressão relativa de COX-2 e HER-3 nas amostras, 

empregou-se a técnica da PCR quantitativa baseado na química LUX (Light Upon 

Extension).  

Para cada amostra avaliada, além dos dois genes de interesse, foi 

analisada também a expressão do gene da β-actina, como controle endógeno 

para calibração da eficiência da reação de transcrição reversa das amostras. 
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Foram preparadas duplicatas contendo 10 ng de cDNA, produto resultante 

da transcrição reversa, e uma mistura previamente preparada contendo Platinum® 

Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, USA), iniciadores específicos com 

marcador de fluorescência (LUX-primer), incluindo também, iniciadores marcados 

para β-actina (controle endógeno), desenhados previamente (Invitrogen, USA) e 

contendo fluoróforos FAM. O volume final da reação foi de 25 µL. 

Tabela 6. Seqüência dos iniciadores dos genes COX-2, HER-3 e β-actina 
utilizados neste estudo. 

Gene Acesso Senso 5´→3´ Anti-senso 3´→5´ 

COX-2 NM_0009631 CGGGAGTATAAGTGCGATTGTACC[FAM]G AAATTCCGGTGTTGAGCAGTTT 

HER-3 NM_0019822 CGGGTCAAAGGTACTCCCTCCTCC[FAM]G CCAGGACAGAACTGAGACCCACT 

β-actina NM_0011012 CGGATAAGTGTGACGTGGACATC[FAM]G GATCTCCTTCTGCATCCTGTCG 

 

Um ciclo inicial de 50oC por 2 min e 95 oC por 1 min foi realizado para todas 

as amostras. Após este primeiro ciclo, as misturas de reação foram submetidas a 

40 ciclos como segue: 95 oC por 15 segundos e 60ºC por 45 segundos. Estes 

ciclos foram realizados no sistema de detecção contínua de fluorescência iCycler 

(Bio-RAD, USA) e os dados relativos à fluorescência acumulada foram analisados 

com o software específico para este equipamento. 

Para análise efetiva das amostras, o sistema de amplificação usando COX-

2, HER-3 e β-actina foram validados e a eficiência calculada a partir de uma 

diluição seriada de ambos os genes e controle negativo (sem cDNA). Os valores 

foram plotados e analisados por regressão linear levando-se em consideração o 
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coeficiente de determinação (r2), sendo valores iguais ou superiores a 98% 

estabelecidos como padrão. Através dos dados gerados em tempo real 

identificou-se o ciclo no qual a fluorescência começa a aumentar 

exponencialmente acima da fluorescência intrínseca do fluoróforo, referida como 

Ct (Cycle Threshould). Para cálculo dos valores de expressão foi utilizada a 

técnica de Brabender (2002), baseada na razão entre o Ct da amostra tumoral e 

tecido normal do mesmo paciente. 

 

3.5 Análise Estatística 

Os níveis de expressão dos genes foram comparados, em relação as 

variáveis utilizadas no estudo, através dos testes clássicos, teste t de Student e 

Anova e os testes não paramétricos Mann-whitney e Kruskal-Wallis. 

O nível de significância utilizado foi de 0,05. 

 

3.6 Aspectos administrativos e éticos 

O presente trabalho baseou-se nos dados obtidos dos arquivos médicos 

dos pacientes incluídos. Para verificar os dados pertinentes e relacioná-los com 

os achados desta pesquisa, os pacientes foram identificados pelas iniciais e pelo 

número do registro.  
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Os pacientes foram incluídos, após assinatura do Termo de Consentimento 

Informado (ANEXO I). 

A versão final do projeto e o termo de consentimento informado foram 

revisados e aprovados pela Comissão Científica do Curso de Pós-Graduação em 

Medicina e Ciências da Saúde e pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS 

(ANEXOII). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Características dos pacientes 

Das 16 amostras analisadas, 100% tinham diagnóstico de câncer de 

pulmão não-pequenas células. 

A idade dos pacientes variou entre 40 a 73 anos – mediana de 62 anos. O 

histograma da Figura 4 representa a idade dos pacientes segregados em < de 60 

anos e >= 60 anos de idade. 

    

Figura 4. Histograma do número e a idade dos pacientes das amostras 
analisadas. 

Quanto ao gênero, 11 (68,8%) pacientes eram do sexo masculino e 5 

(31,2%) do sexo feminino (Figura 5). 
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Figura 5. Histograma do número e o gênero dos pacientes das amostras 
analisadas (Masc = Masculino, Fem = Feminino). 

 

Os subtipos histológicos predominantes neste estudo foram carcinomas 

epidermóides e adenocarcinomas, abrangendo 75% dos tumores analisados. 

Apenas um paciente (6,2%) apresentou carcinoma de células claras e carcinoma 

adenoescamoso foi verificado em 3 pacientes (18,8%), como representado na 

Tabela 7 e na Figura 6. 
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Tabela 7. Sub-tipos histológicos e freqüência dos tumores analisados neste 
estudo. 

Sub-tipo Histológico Número de Pacientes 

Carcinoma epidermóide 06 (37,5%) 

Adenocarcinoma 06 (37,5%) 

Carcinoma adenoescamoso 03 (18,8%) 

Carcinoma de células claras 01 (6,2%) 

Total 16 (100%) 

 

 

 

      

Figura 6. Histograma do número de pacientes e tipo histológico dos tumores 
analisados. 

A Tabela 8 e o histograma da Figura 7 representam a distribuição do 

estadiamento da doença nas amostras estudadas, onde 13 (81,3%) pacientes 
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com neoplasia de pulmão apresentaram doença local (IA a IIB) e 3 (18,7%) 

pacientes apresentaram a doença em estádio avançado (IIIA a IV) (Tabela 5). 

Tabela 8 – Freqüência por estadiamento das amostras investigadas neste 
estudo. 

Estadiamento Número de Pacientes 

IA 02 (12,5%) 

IB 06 (37,5%) 

IIA 01 (6,25%) 

IIB 04 (25,0%) 

IIIA 01 (6,25%) 

IIIB 01 (6,25%) 

IV 01 (6,25%) 

Total 16 (100%) 
 

 

 

 

      

Figura 7. Histograma do número de pacientes e o estadiamento dos tumores 
analisados (Local = IA a IIB, Avançados = IIIA a IV). 
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4.2 Expressão dos genes COX-2 E HER-3 

As expressões de COX-2 e HER-3 foram detectadas nas 16 (100%) 

amostras analisadas. A média da expressão destes marcadores, dada pela razão 

entre a expressão no tecido tumoral e a expressão no tecido normal do mesmo 

paciente44, foi de 0,92 (desvio padrão 0,24) e 0,82 (desvio padrão 0,34) 

respectivamente, para COX-2 e HER-3. 

Utilizando o teste de correlação de Pearson encontrou-se um r2 0,61 (r = 

0,78) com p = 0,01, verificando-se correlação forte entre a expressão da COX-2 e 

HER-3 (Figura 8). 

                    

Figura 8. Diagrama de dispersão da razão de expressão da COX-2 e HER-3 
das amostras analisadas neste estudo. 
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De acordo com o método utilizado por Brabender (2002), a expressão >0,6 

foi usada para definir superexpressão de COX-2. Considerando as características 

da PCR em tempo real, onde a maior expressão de um gene é definida por um 

baixo Ct, ou seja, a fluorescência é emitida mais cedo do que para um gene 

pouco expresso, definimos que as amostras mais expressas foram aquelas que 

apresentaram uma razão (tecido tumoral/tecido normal) < que 0,6. 

Como melhor ilustra o histograma da figura 9, encontramos uma maior 

expressão de COX-2 no tecido tumoral de 11 (68,75%) pacientes. 

 

      

Figura 9. Histograma da expressão do gene COX-2 no tecido tumoral (t) e no 
tecido normal (n), nas 16 amostras analisadas neste estudo. 
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Em 13 (81,3%) pacientes, o gene HER-3 encontrou-se com uma expressão 

mais elevada no tecido tumoral quando comparada com o tecido normal, como 

pode ser observado no histograma da Figura 10.  

 

      

Figura 10. Histograma da expressão do gene HER-3 no tecido tumoral (t) e 
no tecido normal (n), nas 16 amostras analisadas neste estudo. 

 

Segundo nosso critério, de acordo com nosso ponto de corte (razão <0,6) 

para alto grau de expressão, como pode ser melhor visualizado no histograma da 

Figura 11, verificou-se superexpressão de COX-2 em 2 (12,5%) pacientes, sendo 

um deles portador de Ca epidermóde (estádio IA) e outro de Ca de células claras 

(estádio IIB). Para o gene HER-3, a superexpressão foi verificada em 3 (18,75%) 

pacientes, cujos tipos histológicos eram Ca adenoescamoso (estádio IIA), Ca 

bronquioalveolar (estádio IB) e Ca de células claras (estádio IIB). 
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Figura 11. Histograma da expressão das proteínas COX-2 e HER-3 em função 
da razão entre o tecido tumoral/ tecido normal, das amostras analisadas 
neste estudo. 

 

Para relacionar a freqüência de expressão das proteínas COX-2 e HER-3 e 

as variáveis estudadas, primeiramente foi feito o teste de normalidade para cada 

marcador analisado. 

Através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para COX-2, chegou-se 

a um p = 0,26, representando uma distribuição normal, e portanto para as 

variáveis em estudo utilizamos testes clássicos como teste t e Anova. Para o 
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marcador HER-3, os testes não paramétricos, Mann-whitney e Kruskal-Wallis, 

foram utilizados por não ter sido obtida uma curva normal (p = 0,0005). 

Tabela 9 – Freqüência de expressão dos genes COX-2 e HER-3 e as 
diferentes variáveis estudadas. 

Variável n COX-2* 

Média ± DP  

p HER-3* 

Média ± DP 

p 

Total de Pacientes 16     

Idade      

     <60 anos 05 0,85 ± 0,25 0,46 0,82 ± 0,44 0,22 

     ≥60 anos 11 0,96 ± 0,24  0,82 ± 0,29  

Sexo      

     Masculino 11 0,92± 0,29 0,99 0,82 ± 0,32 0,18 

     Feminino 05 0,92 ± 0,1  0,82 ± 0,44  

Tipo Histológico      

     Adenocarcinoma 06 0,94 ± 0,1 0,98 0,82 ± 0,39 0,70 

     Epidermóide 06 0,91 ± 0,24  0,91 ± 0,04  

     Outros 04 0,93 ± 0,41  0,67 ± 0,55  

Estádio      

     Local (IA-IIB) 13 0,89 ± 0,25 0,10 0,78 ± 0,37 0,11 

     Avançados (IIIA-IV) 03 1,07 ± 0,11  0,98 ± 0,03  

n = número de amostras, p = nível de significância (α = 0,05). 
*Expressão dada pela razão entre o tecido tumoral e o tecido normal. 

 

Como descrito na Tabela 9, entre as 16 amostras analisados não foi 

encontrada uma relação estatisticamente significativa entre a freqüência de 

expressão das proteínas COX-2 e HER-3 e as variáveis idade (COX-2 p = 0,46; 

HER-3 p = 0,22), sexo (COX-2 p = 0,99; HER-3 p = 0,18), tipo histológico (COX-2 

p = 0,98; HER-3 p = 0,70) e estadiamento (COX-2 p = 0,10; HER-3 p = 0,11). 
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5. DISCUSSÃO 

No presente estudo, nós analisamos a expressão dos genes COX-2 e 

HER-3 em tecido normal e tumoral obtidos de pacientes com NSCLC submetidos 

a ressecção cirúrgica, através da técnica da PCR em tempo real. 

Com a utilização deste método foi possível identificar não só a expressão 

da COX-2 e HER-3 em amostras de câncer de pulmão, como também a 

superexpressão destes transcritos no tecido tumoral quando comparadas com o 

tecido normal. 

Como já descrito, a superexpressão de cicloxigenase-2 é encontrada em 

muitos tipos de câncer, incluindo o câncer de pulmão.(48,83,84) Em NSCLC, COX-2 

é mais expressa em adenocarcinomas e carcinoma de células escamosas.85 

Muitos estudos indicam que a COX-2 parece desempenhar um importante papel 

na carcinogênese e tumorigênese. Esta superexpressão da COX-2 tem mostrado 

seu envolvimento na invasão, angiogênese e anti-apoptose através da produção 

da prostaglandina E2.
85 Além disso, outros estudos relatam que os AINES 

reduzem significativamente o risco, tamanho e disseminação de diferentes tipos 

de câncer.(86-89) Alguns pesquisadores também sugerem que os AINES possuem 

efeito sobre o carcinoma epidermóide em diferentes regiões do corpo.(51,90) 

Hida e colaboradores (1998), através da técnica de imuno-histoquímica de 

amostras de tumores colorretal, verificaram que a expressão da COX-2 estava 

associada com o grau invasivo e fenótipos mais agressivos da doença, 
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especialmente em adenocarcinomas, o que reforça nossos resultados em câncer 

de pulmão, onde utilizando técnica quantitativa, 82% das amostras que 

apresentaram maior expressão de COX-2 em relação a tecido normal eram de 

adenocarcinomas e carcinomas epidermóides. Aliado a estes resultados, Achiwa 

e colaboradores (1999) também reportaram aumento da expressão de COX-2 em 

adenocarcinomas de pulmão. Quanto ao estadiamento, 91% das amostras que 

tiveram maior expressão de COX-2, possuíam a doença localizada. 

Em 1999, Ochiai e colaboradores, também mediram a expressão de COX-

2, por PCR em tempo real, em 76 amostras, incluindo tumores primários de 

NSCLC, tecido normal e linfonodos, e verificou que a expressão de COX-2 no 

tecido tumoral foi significativamente maior do que no tecido normal, 

principalmente em adenocarcinomas e carcinoma escamoso. Já em relação aos 

linfonodos correspondentes ao tumor não houve diferença significativa, indicando 

que a COX-2 pode estar associada com a carcinogênese do NSCLC. 

Em 1999, Achiwa e colaboradores foram os primeiros a mostrarem um 

prognóstico significante associado à elevada expressão de COX-2 em cânceres 

humanos. Em contraste Marrogi (2000), não encontrou associação entre a 

elevada expressão de COX-2 em pacientes com NSCLC e seus resultados 

clínicos.  

A produção de COX-2 pela ativação de EGFR, ativação do promotor de 

COX-2 pela ativação do heterodímeros HER2/HER3 e a estimulação da 

transcrição de COX-2 pela formação do complexo HER2, tem proposto uma 
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ligação entre COX-2 e o sistema EGFR.(60,93-95) Estes dados se assemelham com 

os dados obtidos no nosso estudo, onde encontramos uma correlação forte de 

78% entre esses marcadores. 

Em um trabalho recente, Kawano (2008), verificou a expressão de HER-3 

em câncer de pulmão, através da PCR em tempo real, encontrando diferença 

significativa em pacientes do sexo feminino, não-fumantes e o desenvolvimento 

de adenocarcinomas, mas não encontrou diferença entre a expressão desse gene 

no tecido normal e tecido tumoral. Em contraste com os resultados obtidos nesse 

trabalho, HER-3 teve maior expressão em 81,3% das amostras de tecidos 

tumorais em relação ao tecido normal, e, embora tenhamos encontrado uma 

maior expressão desse gene em carcinomas epidermóides e adenocarcinomas 

(77%) e em pacientes do sexo masculino, nossos dados não foram 

estatisticamente significativos. Interessantemente, neste mesmo estudo de 

Kawano (2008) os níveis de HER-3 foram sensivelmente maiores em pacientes 

com mutações no EGFR do que em pacientes sem mutação, dado que não 

comparamos nesta pesquisa, mas que seria de grande interesse, para que talvez 

estas discrepâncias fossem elucidadas. 

Pawlowski e colaboradores (2000), em um estudo em câncer de mama, 

quantificaram a expressão de HER-3 e de outros marcadores por PCR em tempo 

real e verificou que a expressão de HER-3 está associada a um pior 

prognóstico.(96,98) Segundo Travis e colaboradores (2004), esta alta expressão 

aumentaria a chance de recorrência local, e Carsten e colaboradores (2005), 

afirmam que a expressão de HER-3 está intimamente associada com metástases 
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em NSCLC. Em contraste a estes dados, os resultados de Knowlden e 

colaboradores (1998) apontam a expressão elevada de HER-3 para um 

prognóstico favorável. 

Holbro e colaboradores (2003) sugerem que o HER-3 estaria 

freqüentemente relacionado com a expressão do HER-2 e, de forma dependente, 

o HER-2 necessitaria da presença do HER-3 para fazer a sinalização. O ponto alto 

do estudo de Holbro foi que, ao bloquearem a expressão de HER-3 em tumores 

de mama, puderam impedir a sinalização de HER-2 que estava superexpresso. 

Por fim, esses investigadores sugerem a possibilidade do desenvolvimento, para 

tumores de mama que possuem uma superexpressão de HER-2/HER-3, de um 

bloqueio específico do HER-3 visando diminuir o sinal de proliferação celular, 

conferindo ao HER-3 uma importante repercussão clínica, e uma futura 

possibilidade de exercer o papel de marcador de diagnóstico, juntamente com os 

outros membros, como o EGFR e o HER-2. 

Não foi possível calcularmos a curva de sobrevida destes pacientes, uma 

vez que o trabalho é prospectivo, e não houve nenhum óbito até o momento, e os 

pacientes continuam em acompanhamento no Hospital São Lucas da PUCRS, 

dado este atualizado em novembro de 2008. 

Essas discrepâncias podem estar relacionadas a várias hipóteses, entre 

elas os métodos utilizados (semiquantitativo x quantitativo) e também a população 

analisada por diferentes autores no que diz respeito ao grau de diferenciação da 

doença do paciente no momento da cirurgia.  
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Acreditamos ter demonstrado o valor da COX-2 e HER3 como potenciais 

marcadores para neoplasia pulmonar a serem melhor estudados e a importância 

da implementação da técnica da PCR em tempo real na nossa rotina, o que 

tornaria mais precisa a identificação de biomarcadores que possam ter utilidade 

clínica através da quantificação dos mesmos. 

Sabemos que nosso estudo tem limitações, principalmente no que diz 

respeito ao tamanho da amostra, pois iniciamos as análises com 

aproximadamente 40 amostras. Variáveis como: ausência de amostras de tecido 

normal do mesmo paciente, o que não foi obtido no início das coletas, exclusão de 

pacientes com metástases à distância ou recidiva tumoral e a padronização do 

método de análise, foram as principais causas de perdas de amostras. No entanto, 

nossos resultados apontam para uma significativa relação entre a alta expressão 

dos genes estudados e o NSCLC principalmente em direção ao estadiamento da 

doença. 

Porém, fica claro que a utilização de sistemas de amplificação de genes 

baseados em fluorescência tem aumentado significativamente a rapidez e 

sensibilidade dos testes de expressão gênica. A análise de genes tem sido 

utilizada experimentalmente na compreensão de fenômenos celulares 

relacionados à diferenciação, proliferação e apoptose e pode também gerar dados 

importantes na análise clínica e diagnósticos de lesões neoplásicas. 

Diversos estudos continuam e sugerem diferentes desfechos da doença em 

relação à expressão de COX-2 e HER-3. Assim, muitos autores permanecem na 
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busca do real papel destas proteínas na carcinogênese e suas implicações com o 

prognóstico e tratamento. 
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6. CONCLUSÕES 

A investigação da expressão da COX-2 e HER-3 em amostras de tecido 

tumoral e tecido normal obtidos de pacientes com câncer de pulmão não-

pequenas células (NSCLC) através da técnica de PCR em tempo real permitiu 

concluir que: 

- a expressão da COX-2 encontra-se mais elevada no tecido tumoral 

quando comparada ao tecido normal em 68,75% das amostras analisadas nesse 

estudo. 

- a expressão de HER-3 encontra-se mais elevada no tecido tumoral 

quando comparada ao tecido normal em 81,3% das amostras analisadas nesse 

estudo. 

- Não foi encontrada uma relação significativa entre a expressão dos genes 

COX-2 e HER-3 e as variáveis clínicas dos pacientes cujas amostras foram 

analisadas nesse estudo. 

- Foi encontrada forte correlação entre a expressão da COX-2 e HER-3. 
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ANEXO I – Termo de Consentimento Informado 
 

Título da pesquisa: EXPRESSÃO DOS GENES COX-2 E HER-3 EM CÂNCER 

DE PULMÃO POR PCR EM TEMPO REAL 

 
I – O câncer de Pulmão é uma doença muito freqüente em nosso meio, atingindo 
um grande número de pessoas. A determinação de fatores relacionados a biologia 
desta doença podem trazer informações sobre sua agressividade e a capacidade 
da doença de se espalhar pelo corpo. 
 
O objetivo deste estudo é quantificar em uma parte do tumor que será retirado na 
cirurgia, alguns elementos da biologia do tumor, chamados de marcadores 
biológicos. 
 
II - Será coletado, na cirurgia, uma parte do tumor, que será retirado independente 
da sua disposição ou não em participar deste estudo. Este procedimento é sempre 
realizado.  
 
III - Nenhum desconforto, além do esperado no período pós-cirúrgico, poderá 
ocorrer.  
 

IV - A sua participação neste estudo certamente contribuirá para um passo na 
pesquisa contra o câncer de pulmão, visto que após este estudo pretendemos 
conhecer mais sobre o comportamento desta doença. 

 
V - É importante ressaltar que nenhum risco pode existir e esses exames serão de 
grande importância para estudar o câncer de mama, conforme descrito 
anteriormente. 
 
VI - Qualquer dúvida quanto a este trabalho, tanto por parte do paciente, como de 
qualquer familiar, será prontamente fornecida por um dos membros da equipe 
deste estudo. 
 

VII - Caso seja de sua vontade, poderá em qualquer momento, mesmo após ter 
concordado (em um primeiro instante), desistir da participação no trabalho, sem 
qualquer comprometimento no seu tratamento. 

 
VIII - Garantimos que os resultados e as informações obtidas no estudo  serão de 
total sigilo. Garantimos também que a participação ou não neste estudo não 
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influenciará em nada qualquer modificação no tratamento e atenção proposto por 
seu médico assistente 
 
IX - Os resultados da pesquisa na medida que forem sedo obtidos poderão ser 
informados a você. 
 

X - Não há nenhum custo financeiro para a participação neste estudo. 

 
XI - O material coletado, será congelado e guardado após a realização dos testes 
deste estudo e poderão servir, no futuro, para novas pesquisas ou eventuais 
reavaliações que seu médico assistente julgar necessário.  
 

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo poderá ser chamado o 
Dr(a)___________________________________________________________, 

no telefone__________________________. Para qualquer pergunta sobre os 
direitos como participante deste estudo, ou se há dúvida quanto a qualquer 
prejuízo que ele possa ter oferecido poderá ser chamado 
___________________________ 

 
 
Declaro que recebi cópia do presente termo de consentimento e estou de acordo 
com as explicações nele contidas e informada pelo 
Dr(a)___________________________________________________________ 
 
 
 
____________________________ 
Assinatura do Paciente 
 
 
 
____________________________                                              
Assinatura do Pesquisador 
 
 
 
 
Data___/___/____ 
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ANEXO II 
 


