
Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
Centro de Biotecnologia 

Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Receptor do peptídeo liberador de gastrina (GRPR) em 

gliomas: expressão, influência na proliferação celular e 

mecanismos de sinalização 

 
 
 
 

Débora Gazzana Flores 
 
 
 

Tese submetida ao 
Programa de Pós-
Graduação em Biologia 
Celular e Molecular do 
CBiot da UFRGS como 
requisito parcial para a 
obtenção do grau de 
Doutor em Ciências. 

 
 
 
 

Orientador: Prof. Dr. Rafael Roesler 

Co-orientador: Prof. Dr. Guido Lenz 

 
 
 
 
 

Porto Alegre 
Julho de 2009 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      Do Ponto de Luz da mente de Deus 

      Flua Luz às mentes dos homens. 

             (trecho da Grande Invocação) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Parte deste trabalho foi desenvolvida no Laboratório de Pesquisas em Câncer 

no Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto Alegre e parte no 

Laboratório de Sinalização e Plasticidade Celular no Instituto de Biociências da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Este trabalho foi subvencionado 

pela Fundação SOAD para Pesquisa do Câncer (SOAD), Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq - 400839/2005-9), Instituto do 

Câncer Infantil, Fundo de Incentivo à Pesquisa e Eventos (FIPE) do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre e o Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia (INCT) 

Translacional em Medicina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

AGRADECIMENTOS 
 
 

Tenho muito a agradecer aos meus orientadores:  

Professor Dr. Rafael Roesler muito obrigada por ter acreditado em mim 

desde o mestrado, pela liberdade e autonomia, pelo apoio e suporte, pelas 

valiosas oportunidades, pelo seu otimismo e carinho. Muito obrigada. 

  Professor Dr. Guido Lenz muito obrigada pelo apoio, pela disposição, 

pelo estímulo, pelas idéias, pelo carinho, pelos ensinamentos, por estar sempre 

disposto a me ouvir.  

Não tenho palavras para agradecer, mas sei que tive muita sorte de ter 

vocês dois como meus mestres na pesquisa, obrigada pelo exemplos que são.   

Ao Dr. Gilberto Schwartsmann pelas oportunidades pelo exemplo e 

otimismo. 

A SOAD (South American Office for Anticancer Drug Development) pela 

bolsa. 

 Ao CNPq, a SOAD, ao Instituto do Câncer Infantil, à Zentaris GmbH 

(Frankfurt, Alemanha) e ao FIPE do Hospital de Clínicas, pelo apoio financeiro 

deste projeto. 

 A Dra. Luise Meurer pela colaboração. 

A todos os colegas presentes ou que passaram pelo Laboratório de 

Pesquisas em Câncer durante esse período: Ana Laura, André, Augusta, 

Augusto, Camila, Jéssica, Juliano, Laura, Lenise, Lú, Mari, Michel, Rodrigo, 

Sharon, Tiago, Vivi e aos colegas afiliados do Lab. em Pesquisa em Câncer, 

Bruno, Gustavo, Natasha, Silvia e Paulo, obrigada. Em especial agradeço à 

Carol por estar comigo desde o inicio deste lab. e portanto ter sido minha 

companheira; a Ana, a Carol Nör e ao Thales pelo seu carinho e ensinamentos 

e à Dani Cornélio pelo exemplo de determinação e realização. 

As várias pessoas espalhadas pelo Clínicas: Everaldo (por sua imensa 

disposição e boa vontade),  Maria Ângela, Rosana, Dr. Cláudio, Zeli, pessoal 

da patologia, Dra Marcele, pessoal do GPPG Marta, e especialmente a Flávia. 

Flávia obrigada por sua competência e por sua paciência comigo. 



A todos os colegas do laboratório de Plasticidade e Sinalização Celular 

pela cooperação, pelo apoio, pela paciência, pelo carinho, pela amizade, pelas 

colaborações: Alê Pelegrine, Ale Sayuri, Emili, Franci, Lauren, PatiLu, Pitia, 

Rômela e demais, obrigada mesmo. 

 À Silvia e Luciano pelo, carinho, paciência e competência me 

mantiveram sempre bem informada sobre os diversos aspectos do programa. 

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuíram para a 

realização deste trabalho. 

Aos meus amigos especiais Luiz e a Marisa. 

À minha família: Meu pai Renato, ao meu querido irmão Gustavo, que é 

muito especial para mim e sempre me incentiva muito a crescer a aprender a ir 

em frente. Obrigada pelo seu exemplo como pessoa. 

Mãe querida muito obrigada pela mãe maravilhosa que és, por todo teu 

apoio e carinho. Por todas as vezes que ficou com o Pedro, fora do horário de 

aula, para eu poder realizar esse trabalho. 

À Maria de Lourdes e Maria Luiza por todo seu incentivo, apoio e 

carinho.  

Aos especiais: meu maridão André e ao Pedro Henrique (esse tesouro 

que eletriza e anima a vida), obrigada meus amores por toda compreensão, 

todo apoio, estímulo e amor. Ao Rafael mais uma vez obrigada por tudo. 

. 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ÍNDICE GERAL 
 
 
LISTA DE FIGURAS ------------------------------------------------------------------------   8 

LISTA DE TABELAS -----------------------------------------------------------------------  10 

ABREVIATURAS ----------------------------------------------------------------------------  11 

RESUMO ---------------------------------------------------------------------------------------  15 

ABSTRACT ------------------------------------------------------------------------------------  18 

 
 
I – INTRODUÇÃO ----------------------------------------------------------------------------  20  

1. Gliomas -------------------------------------------------------------------------------------  21 

1.1 Biologia de gliomas e busca de novos alvos terapêuticos -------------- 25 

2. Caracterização da bombesina e seus análogos ------------------------------  27 

3. Receptores ativados por bombesina ---------------------------------------------  29 

3.1 NMBR --------------------------------------------------------------------------------------  30 

3.1.1 Camundongos deficientes em NMBR -------------------------------------------  32 

3.2 BRS-3---------------------------------------------------------------------------------------  33 

3.2.1 Camundongos deficientes em BRS-3 -------------------------------------------  34 

3.3 GRPR --------------------------------------------------------------------------------------  35 

3.3.1 A ativação da transcrição do gene de GRPR ---------------------------------  36 

3.3.2 A expressão de GRPR --------------------------------------------------------------  37 

3.3.3 O GRPR e suas funções fisiológicas --------------------------------------------  38 

3.3.4 Camundongos deficientes em GRPR -------------------------------------------  39 

3.3.5 O GRPR e seu envolvimento no câncer (GRPR como fator de 

crescimento no câncer) --------------------------------------------------------------------   41 



3.3.5.1 O GRPR em gliomas --------------------------------------------------------------  42 

4. A sinalização celular de PI3K -------------------------------------------------------  44 

5. As células-tronco em gliomas ------------------------------------------------------  45 

6. OBJETIVOS -------------------------------------------------------------------------------  49 

6.1 Objetivo geral ----------------------------------------------------------------------------  49 

6.2 Objetivos específicos ------------------------------------------------------------------  49 

II- CAPÍTULO I  

“Gastrin-releasing peptide receptor signaling in cancer”--------------------  50 
 
 
 
III- CAPÍTULO II  

“Gastrin-releasing peptide receptors regulate proliferation of c6 glioma 

cells through a phosphatidylinositol 3-kinase-dependent mechanism” -  66 

 

IV- CAPÍTULO III 

“Gastrin-releasing peptide receptor expression in gliomas” ----------------  74 
 
 
V – CAPÍTULO IV   

“Cancer stem cells and the biology of brain tumors” -------------------------    93 

VI- DISCUSSÃO GERAL ----------------------------------------------------------------- 124 

VII- CONCLUSÕES ------------------------------------------------------------------------  135 

VIII- PERSPECTIVAS ---------------------------------------------------------------------  137 

IX- REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ----------------------------------------------  140 

 

ANEXO ----------------------------------------------------------------------------------------  196 

  



LISTA DE FIGURAS 

 

 

I- INTRODUÇÃO 

Figura 1. Estrutura química da bombesina (a) e anfíbio Bombina bombina (b).--

-----------------------------------------------------------------------------------------------------  27 

Figura 2. Estrutura da bombesina e famílias análogas ----------------------------  28 

Figura 3. Possível cascata de sinalização ativada por NMBR -------------------  32 

Figura 4. Estrutura do receptor de GRP -----------------------------------------------  35 

Figura 5. Estrutura química do RC-3095 ----------------------------------------------  44 

 
 
II – CAPÍTULO I –  
 
Figura 1.  Signaling pathways associated with the gastrin-releasing peptide  

       receptor (GRPR) in caner-----------------------------------------------------  60 

 
III – CAPÍTULO II –  
 
 
Figure 1. Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis 

of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) mRNA expression in (A) 

C6, (B) U-87MG, and (C) U-373MG glioma cells -----------------------  69 

Figure 2. Immunohistochemical analysis of gastrin-releasing peptide receptor 

(GRPR) expression in (A) C6, (B) U-87MG, and (C) U-373MG glioma 

cells --------------------------------------------------------------------------------  70 

Figure 3. Influence of the gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) antagonist 

RC-3095 on proliferation of C6, U-87MG, and U-373MG glioma cells -

---------------------------------------------------------------------------------------  71 



Figure 4. Bombesin (BB)-induced stimulation of proliferation of C6 glioma cells 

is prevented by pretreatment with the gastrin-releasing peptide 

receptor (GRPR) antagonist RC-3095 ------------------------------------- 71 

Figure 5. Bombesin (BB)-induced stimulation of proliferation of C6 glioma cells 

is prevented by pretreatment with the phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K) inhibitor LY294002 ----------------------------------------------------  71 

 

IV – CAPÍTULO III 

 

Figure 1. Immunohistochemistry analysis of GRPR expression from biopsies of 

patients with astrocytomas and normal brain samples.--------------  91   

Figure 2. Survival of 34 patients with astrocytomas grade I-IV. Cox regression 

analysis of GRPR expression, P = 0.915 -------------------------------  92   

 

V – CAPÍTULO IV 

 

Figure 1. CD133 expression in brain tumors ------------------------------------ 121 

Figure 2.  CD15 expression in medulloblastoma --------------------------------122 

Figure 3.  Stimulation of a G-protein couple receptor (GPCR) increases 

neurosphere formation in cultured human glioma cells ---------- 123 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



LISTA DE TABELAS 
 
 
 
 
 

I - INTRODUÇÃO 
 
 

Tabela 1.  Classificação de astrocitomas quanto à malignidade (adaptado de 

 Louis e colaboradores, 2007) -------------------------------------------   22 

Tabela 2.   Propriedade de ligação de receptores da família da bombesina-30 

 

II- CAPÍTULO I 

 

Table 1. Effect of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) activation on 

protein kinase C (PKC) isoforms in different biological systems -53 

Table 2.  Effect of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) activation on 

protein kinase D (PKD) isoforms in different biological systems -55 

Table 3.  Effect of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) activation on 

mitogen-activated protein kinases (MAPK) isoforms in different 

biological systems  ---------------------------------------------------------  59 

 

IV- CAPÍTULO III 

 

Table 1. Results of digital image analysis for GRPR expression ----------------  89 

Table 2. GRPR expression in normal brain specimens ----------------------------  90 

 

 



ABREVIATURAS 

 

ADAM-10 Domínio 10 da metalopeptidase (do inglês, metallopeptidase  

  domain 10) 

AP-1  Ativador de proteína 1 (do inglês, activator protein-1)  

AR   Receptor andrógeno (do inglês, androgen receptor) 

ATF-1  Fator ativador de transcrição 1 (do inglês, activating transcription  

  factor 1) 

BALB/3T3 Linhagem celular derivada de fibroblasto embrionário de   

  camundongo  

BB  Bombesina (do inglês, bombesin) 

BB1  Receptor de bombesina 1   

BB2  Receptor de bombesina 2 

BB4  Receptor de bombesina 4 

bFGF   Fator de crescimento de fibroblasto básico (do inglês, basic  

  fibroblast growth factor)  

BLP   Peptídeo tipo bombesina (do ingles, bombesin-like peptide)  

BRS-3 Receptor de bombesina 3 

Caco-2 Linhagem originária de adenocarcinoma intestinal humano  

CaMK  Proteína dependente de cálcio calmodulina cinase (do inglês, 

  calcium/calmodulin-dependent protein kinase)     

cAMP  Adenosina monofosfato ciclico (do inglês, cyclic adenosine   

  monophosphate) 

CID-O  Classificação Internacional de Doenças para Oncologia  

CNS   Sistema nervosa central (do inglês, Central nervous system)  

COS-7 Linhagem celular de fibroblasto de rim de macaco (do inglês, 

  monkey kidney fibroblast cell line, contain SV-40 viral)  

COX-2 Ciclooxigenase 2 (do inglês, Ciclooxygenase-2) 

CRE  Elemento responsivo ao AMPc (do inglês, cAMP response   

  element) 

CREB  Proteína que se liga à CRE (do inglês, CRE binding protein) 

CT (ou SC) Células-tronco (do inglês, stem cells) 



DAB  Diaminobenzidina (do inglês, diaminobenzidine) 

DAG  1,2-diacilglicerol  

EGF  Fator de crescimento epidérmico (do inglês, epidermal growth  

  factor) 

EGFR  Receptor do fator de crescimento epidérmico (do inglês, epidermal 

  growth factor receptor) 

ERK  Cinase regulada por sinal extracelular (do inglês, extracellular  

  signal-regulated kinase) 

FAK  Cinase de adesão focal (do inglês, focal Adhesion Kinase) 

FBS  Soro fetal bovino (do inglês, fetal bovine serum) 

FDA   Food and Drug Administration 

GFAP  Proteína glial ácida fibrilar (do inglês, glial fibrillary acidic protein) 

GPCRs Receptor acoplado à proteína G (do inglês, G protein-coupled  

  receptor) 

GRK2  Cinase 2 de receptor acoplado à proteína G (do inglês, GPCR  

  kinase2)  

GRP  Peptídeo liberador de gastrina (do inglês, gastrin releasing   

  peptide) 

GRPR  Receptor de GRP (do inglês, gastrin releasing peptide receptor) 

HB-EGF Fator de crescimento epidérmico capaz de ligar heparina (do  

  inglês, heparin-binding-EGF) 

HBSS  Hank’s Balanced Salt Solution 

hGRPR Receptor do pepitídeo liberador de gastrina humano (do inglês,  

  human Gastrin Releasing Peptide receptor) 

HMG-I (Y)   Proteína de grupo de alta mobilidade tipo I (do inglês, high   

  mobility group protein IY) 

HNSCC  Carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (do  

  inglês, head and neck squamous cell carcinomas)  

HPAF  Linhagem celular de adenocarcinoma pancreático humano (do  

  inglês, human pancreatic adenocarcinoma cell line)  

ICAM-1 Moléculas de adesão intercelular do tipo 1 (do inglês, inter-cellular 

  adhesion molecule 1)  



IGF-II  Fator de crescimento semelhante à insulina tipo II (do inglês,  

  Insulin-like growth factor 2) 

IGFs   Fatores de crescimento semelhante à insulina (do inglês, insulin- 

  like growth factors) 

INCA   Instituto Nacional de Câncer  

IP3   Inositol-1,4,5-trifostato (do inglês, inositol-1,4,5-Trisphosphate) 

JNK   c-Jun N-terminal kinase  

KUZ  Kuzbanian (metaloproteinase) 

MAP-2  Proteína associada ao microtúbulo do tipo 2 (do inglês,   

  microtubule-associated protein 2 (marcador neuronal) 

MAPK  Proteína cinase ativada por mitógeno (do inglês, mitogen-  

  activated protein kinase) 

MMP  Metaloproteinases de membrana (do inglês, Matrix    

  metalloproteinase)  

NeuN–p Proteína nuclear específica de neurônios (do inglês,    

  neuronal nuclear protein) 

NMB   Neromedina B (do inglês, neuromedin B)  

NMBR  Receptor de NMB 

OMS   Organização mundial da saúde  

PDGFR Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas   

  (do inglês, platelet-derived growth factor receptor) 

PECAM-1 Molécula-1 de adesão celular endotelial a plaquetas (do   

  inglês, platelet endothelial cell adhesion molecule) 

PI3K  Fosfatidilinositol-3-hidroxicinase (do inglês,     

  phosphatidylinositol-3-hydroxikinase) 

PIP   Fosfatidilinositol-4-monofosfato (do inglês,     

  phosphatidylinositol-4-phosphate) 

PIP2  Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (do inglês, fosfatidil-inositol   

  4,5-biofosfato)  

PIP3  Fosfatidilinositol-3-4,5-trifosfato (do inglês,     

   phosphatidylinositol -3,4,5-trisphosphate) 

PKA  Protein kinase A 

PKC   Protein kinase C  



PKD  Protein kinase D 

PLC  Fosfolipase C (do inglês, phospholipase C)  

PTEN  Phosphatase and tensin homolog 

Pyk2   Tirosina cinase rica em prolina (do inglês, proline-rich   

  tyrosine kinase)  

Rat-1 cells  Linhagem de fibroblasto de rato 

ROCK  Proteína cinase associada à Rho (do inglês, Rho-   

  associated coiled-coil forming protein kinase) 

SCLC  Carcinoma de pequenas células de pulmão (do inglês,   

  Human small cell lung carcinoma)  

SFKs  Src family kinases  

SNC   Sistema nervoso central  

Swiss 3T3 Linhagem celular de fibroblasto de camundongo 

TACE  Enzima que converte o TNF-α (do inglês, TNF converting enzyme) 

TCGA  The Cancer Genome Atlas Research Network  

TNF  Fator de necrose tumoral (do inglês, tumor necrosis factor) 

VEGF  Fator de crescimento endothelial vascular (do inglês, vascular  

  endothelial growth factor) 

WHO  World Health Organization 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

Gliomas correspondem à grande maioria de tumores do sistema nervoso 

central (SNC), sendo que os glioblastomas multiformes são os mais comuns e 

mais malignos. O tratamento destes tumores ainda é ineficiente, pois a 

sobrevida média de pacientes com glioblastomas é de um ano após o 

diagnóstico. A ressecção cirúrgica, quando possível, acompanhada de 

radioterapia e quimioterapia são o tratamento padrão. A tendência é que a 

quimioterapia assuma um papel cada vez maior, devido ao desenvolvimento de 

quimioterápicos mais seletivos e com menores efeitos prejudiciais. Um 

peptídeo que vem sendo bastante estudado como fator de crescimento em 

vários tipos de câncer é o peptídeo liberador de gastrina (GRP), que atua no 

seu receptor (GRPR). O GRP pertence à família de peptídeos semelhantes à 

bombesina, e tem sido mostrado que o GRPR é super-expresso em muitos 

tipos tumorais. Os agonistas de GRPR, GRP e bombesina, estimulam o 

crescimento de diferentes tipos de células tumorais. Os objetivos para este 

estudo foram avaliar a expressão de GRPR em gliomas, avaliar a influência da 

ativação e inibição do GRPR sobre o crescimento de células de glioma e 

avaliar o envolvimento de efetores atuantes na sinalização celular 

desencadeada por GRPR, como fosfatidilinositol-3-hidroxicinase, PI3K.    

Foi encontrada a expressão de RNA mensageiro de GRPR, pela reação 

da transcriptase reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR, 

reverse transcription polymerase chain reaction) e a expressão ao nível 

protéico, por imuno-histoquímica, em linhagens de gliomas de rato (C6) e de 

humanos (U-87 e U373).  O efeito sobre a proliferação celular do RC-3095, um 



antagonista de GRPR, foi analisado nestas linhagens. RC-3095 inibiu a 

proliferação celular 48 horas após o tratamento, nas linhagens U-87 e C6, mas 

não na linhagem U-373. A inibição sobre a proliferação foi de 45% em C6, na 

dose 0,1 µM, e de 24% e 26% em U-87 nas doses de 0,1 µM e 1,0 µM, 

respectivamente. Células quiescentes tratadas com bombesina proliferaram 

50% a mais em relação ao controle. Esta indução na proliferação celular foi 

prevenida pelo antagonista de GRPR. Quando as células quiescentes foram 

pré-tratadas com inibidor de PI3K, LY294002, a bombesina não foi capaz de 

induzir proliferação, sendo, portanto, esta indução na proliferação dependente 

de PI3K. 

Depois da análise nas linhagens, foi avaliada a expressão de GRPR em 

material derivado de biópsias de 34 pacientes. GRPR esteve amplamente 

expresso em 100% destes tumores.   Não foi encontrada expressão de GRPR 

em células gliais em amostras de necrópsias de cérebro de pacientes sem 

neoplasia, enquanto que a expressão de GRPR em neurônios humanos foi 

observada. A forte expressão de GRPR nestes 34 tumores não teve relação 

significativa com o grau tumoral ou com a sobrevida do paciente. 

Considerando a hipótese de que gliomas, assim como outros tumores, 

podem se originar de uma pequena população de células-tronco (CT) dentro do 

tumor, avaliamos o efeito da bombesina sobre esta população de células que 

em tumores do SNC, formam neuro-esferas. Bombesina aumentou em 100% o 

numero de neuro-esferas após sete dias ao tratamento em cultura de glioma 

(U-87). Adicionalmente, foi observado que os tumores de pacientes que 



expressam GRPR também apresentam uma sub-população de células 

expressando o marcador de CT, CD-113. 

Esses achados sugerem que o GRPR tenha função no desenvolvimento 

e manutenção de gliomas induzindo proliferação de células tronco e 

diferenciadas. O bloqueio de GRPR, assim como a combinação dele com a 

inibição de outros agentes associados ao GRPR na cascata de sinalização 

celular, podem servir como estratégia potencial no tratamento destes tumores.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

Gliomas represent the vast majority of tumors of the central nervous 

system (CNS), and the glioblastoma multiform constitutes the most common 

and most malign one among them. The treatment of these tumors is still 

inefficient, the median survival of patients of only one year after the diagnosis. 

Surgical resection, when possible, radiotherapy and chemotherapy are the 

standard treatment. The trend is that chemotherapy will assume a more 

important role, due to the development of targeted agents with less side effects. 

The gastrin releasing peptide (GRP) is a peptide implicated in cancer 

progression. Belonging to the family of bombesin-like peptides, GRP and its 

receptor, GRPR, have been shown to be over-expressed in many tumor types, 

and GRP and bombesin stimulate growth of different cell types. The aims of this 

study were to evaluate the expression of GRPR in gliomas, the effects of GRPR 

activation and inhibition on cell growth, and the involvement of active signaling 

effectors triggered by GRPR such as phosphatidylinositol-3-hydroxikinase 

(PI3K). 

GRPR expression was found in rat (C6) and human (U87, U373) glioma 

cell lines, both as mRNA examined by reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) as well as protein examined by immunohistochemistry. The 

effect of RC-3095, a GRPR antagonist, on cell proliferation was analyzed in 

these cell lines. RC-3095 inhibited cell proliferation in U-87 and C6, but not U-

373 cells, 48 hours after treatment. Proliferation was inhibited by 45% in C6 

cells , at 0.1µM of RC-3095 and 24% and 26% in U-87 at doses of 0.1 µM and 

1.0 µM, respectively. Quiescent cells treated with bombesin proliferated 50% 

more than untreated cells. This induction in cell proliferation was reversed by 



the antagonist of GRPR. When these quiescent cells were pre-treated with the 

PI3K inhibitor, LY294002, bombesin was not able to induce proliferation, 

indicating that that this proliferation is PI3K-dependent.  

The expression of GRPR was also evaluated in biopsy-derived cells from 

34 patients of the Hospital of Clinics of Porto Alegre. GRPR was widely 

expressed in 100% of these tumors. This high expression was not found in 

samples from autopsies of brains of patients without cancer. In these samples, 

GRPR was expressed only in neurons, but not in glial cells. The strong 

expression of GRPR in 34 tumors showed have neither relationship with the 

tumor grade nor with the patient survival.  

Considering the growing hypothesis that gliomas and other tumors can 

be originated from a small population of stem cells within the tumor, was 

important to assess the effect of bombesin on this population of cells that, in 

tumors of the CNS, are neurospheres. Bombesin increased 100% the number 

of neuros peers seven days after the treatment. Additionally, was observed that 

the same tumors of patients that express GRPR also have a subpopulation of 

cells expressing stem cell marker, CD-113. 

These findings suggest that GRPR has a function in development and 

maintaince of gliomas inducing proliferation of stem and differentiated cells. The 

blockade of GRPR, as well as its combination it with the inhibition of other agent 

associated to the GRPR in the waterfall of cellular pathway signaling can serve 

like potential strategy in the treatment of these tumors. 
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1. Gliomas 

A classificação dos tumores do sistema nervoso central (SNC) é 

bastante complexa. Na mais nova edição da Classificação Internacional de 

Doenças para Oncologia (CID-O), publicada em 2007 pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) novos itens e variantes de cada subtipo tumoral 

foram incluídos. De forma mais genérica, os tumores do SNC são classificados 

em: tumores dos tecidos neuro-epiteliais, que incluem os gliomas e os tumores 

do plexo coróide; os neurais e mistos; os tumores da região pineal; os tumores 

embrionários, nos quais se enquadram os meduloblastomas e os 

neuroblastomas; os tumores de crânio e nervo para-espinhal; os tumores das 

meninges entre outros (Louis et al., 2007). Glioma é o termo utilizado para 

designar um grupo heterogêneo de tumores originários das células da glia 

encefálica e são classificados de forma mais genérica em astrocitomas, 

oligodendrogliomas, ependimomas e os gliomas mistos, oligoastrocitomas 

(Figarella-Branger e Bouvier, 2005; Louis et al., 2007).  

Os gliomas correspondem à aproximadamente 70% de todos os tumores 

cerebrais. Dentre os gliomas, os astrocitomas são os mais comuns e, entre 

estes, os glioblastomas multiformes são os que acometem a maioria de 

pacientes. Os tumores primários do SNC correspondem a menos de 2% do 

total de cânceres em adultos (Sathornsumetee e Rich, 2008; Wen e Kesari, 

2008; Ohgaki, 2009). 

Nos Estados Unidos, a cada ano, são diagnosticados cerca de 22.500 

novos casos de tumores primários do SNC em adultos, sendo que, entre esses, 

os gliomas correspondem a cerca de 14.000 casos. Na população em geral a 
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incidência é de aproximadamente 5 casos para cada 100.000 pessoas (Wen e 

Kesari, 2008).  

No Brasil, a incidência de gliomas não é muito bem conhecida. Segundo 

o Instituto Nacional de Câncer (INCA), em um período de quatro anos (de 1994 

a 1998), os tumores encefálicos encaminhados aos hospitais do Instituto foram 

um total de 90, correspondendo a 1,4% do total de casos deste período. 

Quanto à malignidade, os astrocitomas são divididos em: astrocitomas 

de baixo grau, que incluem graus I e II e de alto grau, que incluem graus III e 

IV, Veja a classificação de cada grau na Tabela 1.  

Tumores astrocíticos/ grau tumoral  I II III IV 
          

astrocitoma subependimal de células gigantes  *      

astrocitoma pilocítico  *      

astrocitoma pilomixoide    *    

astrocitoma difuso   *    

xantoastrocitoma pleomórfico    *    

astrocitoma anaplásico      *  

glioblastoma        * 

glioblastoma de células gigantes       * 

gliosarcoma        * 

Tabela 1- Classificação de astrocitomas quanto à malignidade (adaptado 

de Louis et al., 2007).  

 Existe uma tendência à maior incidência destes tumores em países 

industrializados e desenvolvidos. Alguns trabalhos indicam que a população 

caucasiana tem uma maior incidência que a africana ou a asiática (revisado por 

Ohgaki, 2009). Gliomas malignos são 40% mais comuns em homens do que 

em mulheres e a idade média de pacientes diagnosticados com glioblastomas 
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é de 64 anos e de 45 anos para os casos de gliomas anaplásicos (Fisher et al., 

2007). 

Aproximadamente 5% dos pacientes com gliomas malignos têm histórico 

de glioma familiar. Alguns destes casos familiares são associados com raras 

síndromes genéticas como neurofibromatose dos tipos 1 e 2, a síndrome de Li-

Fraumeni e Síndorme de Turcot. No entanto, para a maior parte dos casos 

familiares não é identificada uma causa genética (Wen e Kesari, 2008). 

A terapia padrão para um novo glioma diagnosticado envolve ressecção 

cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia utilizada atualmente, 

aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 2005, é a 

temozolomida que é uma agente alquilante e pode ser administrada durante ou 

depois da radioterapia (Sathornsumetee e Rich, 2008). 

Os gliomas malignos não podem ser totalmente eliminados 

cirurgicamente por causa de sua natureza infiltrativa, mas os pacientes são 

submetidos à ressecção cirúrgica máxima sempre que possível. O 

procedimento cirúrgico debulking (quando o tumor não pode ser removido 

completamente e é retirado parcialmente) reduz os sintomas de massa crítica e 

fornece tecido para o diagnóstico histológico e estudos moleculares. Avanços 

nos métodos cirúrgicos têm melhorado a segurança da cirurgia e aumentado o 

alcance de maior parte da ressecção (Asthagiri et al., 2007). 

A radioterapia é a terapia mais importante no tratamento de gliomas 

malignos. A adição de radioterapia no tratamento aumenta a sobrevida dos 
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pacientes de um intervalo de 3 a 4 meses a um intervalo de 7 a 12 meses.  

Após a radioterapia padrão, 90% dos tumores reaparecem na área original. 

Então, estratégias que aumentam a dose de radiação com o uso de 

braquiterapia e radiocirurgia estereotáxica são utilizadas, mas não conseguiram 

melhorar a sobrevida (Tsao et al., 2005; Wen et al., 2008).  

A quimioterapia está assumindo um papel cada vez mais importante no 

tratamento dos gliomas malignos. Duas meta-análises sugerem que a 

quimioterapia adjuvante resulta em um aumento modesto na sobrevida (de 6 a 

10% de aumento na sobrevida de 1 ano) (Fine et al., 1993; Stewart et al., 2002; 

Wen et al., 2008). 

Segundo Stupp et al. (2005), a combinação de radioterapia e 

temozolomida gerou um aumento na sobrevida mediana (de 12,1 meses para 

14,6 meses s, P <0,001) comparada à radioterapia sozinha. Além disto, a taxa 

de sobrevida em dois anos entre os pacientes que receberam radioterapia e 

temozolomida foi significativamente maior do que a taxa entre os pacientes que 

receberam radioterapia isoladamente (de 10,4% para 26,5%). 

Porém, mesmo usando os recursos cirúrgicos, de radioterapia e 

temozolomida, a sobrevida dos pacientes continua baixa. Cerca de 74% dos 

pacientes morrem com menos de dois anos do diagnóstico. Pouco mais de 3% 

dos pacientes com gliomblastoma multiforme permanecem vivos após cinco 

anos do diagnóstico (Ohgaki, 2009).  
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1.1 Biologia de gliomas e busca de novos alvos terapeuticos 

 A oncogênese de gliomas, particularmente de glioblastomas, é dirigida 

muitas vezes por processos biológicos que incluem a ativação de receptores de 

fatores de crescimento. Muitos destes receptores como o receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR, epidermal growth factor receptor, também 

conhecido como HERB1-human epidermal growth factor receptor), receptor do 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR, platelet-derived growth 

factor receptor) e o receptor do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGFR, vascular endotelial growth factor receptor) estão superexpressos, 

amplificados e ou mutados em gliomas. A transformação de células normais 

em glioblastomas primários parece ser causada principalmente pela: 

amplificação de EGFR; diminuição da fosfatase PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) e deleção do gene p16. Os glioblastomas secundários estão mais 

relacionados a mutações do gene p53 e à superexpressão de PDGFR (Zhu e 

Parada, 2002; Wen e Kesari, 2008).  

 Outro aspecto da oncogênese de gliomas que vem sendo fortemente 

estudado é a hipótese das células-tronco (CT) tumorais. Esta basea-se que 

mutações oncogênicas ocorridas em uma pequena fração de células, como CT 

no tecido normal levariam à formação de CT do câncer e células diferenciadas 

dirigindo o processo tumorigênico (Marx, 2007). Fatores de crescimento como 

EGF e FGF mantem as CT tumorais em cultura. Dois recentes trabalhos 

demostraram a indução de alterações em EGFR, PTEN e p53 em CT sadias e 

permitiram observar características muito semelhantes às encontradas nos 

tumores. Zheng et al. (2008) mostraram que a concomitante deleção de p53 e 
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PTEN em CT neurais aumenta significativamente a proliferação e a capacidade 

dessas células de se renovarem. Adicionalmente, Li et al. (2009) deletaram 

PTEN de CT cerebrais normais e infectaram essas com EGFR e essas células 

apresentaram muitas características observadas nas CT tumorais e, 

consequentemente, nos tumores como gliomas (CT em gliomas será melhor 

abordado no item 4).   

   O bloqueio dos receptores de fatores de crescimento e as vias de 

sinalização desencadeadas por eles têm sido mais recentemente estudados 

como promissores alvos na terapia de tumores. Muitas destas estratégias de 

terapia já foram aprovadas e estão sendo usadas na clínica. Alguns exemplos 

são: Cetuximab, anticorpo IgG1 monoclonal contra EGFR, já foi aprovado para 

o tratamento de carcinoma pavimentocelular de cabeça e pescoço e câncer 

colorretal. Bevacizumab, anticorpo IgG monoclonal contra fator de crescimento 

endotelial vascular  (VEGF, vascular endotelial growth factor), é a primeira linha 

de tratamento para câncer de pequenas células de pulmão e colorretal 

metastático. Trastuzumab, anticorpo monoclonal contra o fator de crescimento 

epitelial humano tipo 2 (HER2, human epidermal growth factor receptor 2), está 

sendo utilizado no tratamento de cânceres de mama que superexpressam este 

receptor.  Imatinib, inibidor de tirosina cinases, é usado no tratamento de 

leucemias e tumores gastrointestinais. Em gliomas, o quimiterápico utilizado é 

a temozolamida, um agente alquilante. Portanto, pertencente a uma geração 

mais antiga de quimioterápicos.  O entendimento da biologia de gliomas, com 

maior estudo nas vias de sinalização ativadas no processo tumorigênico, faz-se 

necessário para o encontro de terapias mais seletivas e principalmente mais 

eficazes. Peptídeos da família da bombesina têm sido estudados em muitos 
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tumores e são um potente mitógeno que induz a proliferação e o crescimento 

celular. Além disso, são altamente expressos em neoplasias (Patel et al., 2006; 

Cornélio et al., 2007; Jensen et al., 2008).  

 
 
2. Caracterização da bombesina e seus análogos 

A bombesina é um peptídeo composto por 14 aminoácidos (Figura 1, a) 

isolado da pele da rã de origem europeia Bombina bombina, popularmente 

conhecida como Sapo-de-barriga-de-fogo, (Figura 1, b) (Erspamer et al., 1970; 

Anastasi et al., 1971). 

 

 

Figura 1. Estrutura química da bombesina (a) e anfíbio Bombina bombina (b). 

 

 Erspamer et al. (1984) isolaram muitos outros peptídeos da pele de 

anfíbios. Devido à similaridade estrutural, eles dividiram estes peptídeos em 

três grupos: família bombesina, a qual inclui a bombesina e a alitensina; família 

ranatensina, que inclui ranatensina, litorina e seus derivados; e a família 

filolitorina (Figura 2).  
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Figura 2. Estrutura da bombesina e famílias análogas (adaptado de Ohki-

Hamazaki et al., 2005). 

Estudos subseqüentes mostraram o isolamento de dois outros peptídeos 

análogos à bombesina em mamíferos: o peptídeo liberador de gastrina ou GRP 

(gastrin releasing peptide) e a neuromedina B ou NMB (neuromedin B) 

(McDonald et al., 1979; Minamino et al., 1983). O GRP foi isolado de tecidos 

gástricos de suínos e recebeu este nome devido à sua potente indução da 

liberação de gastrina. Ele é um peptídeo composto por 27 aminoácidos e 

possui os sete últimos aminoácidos da região carboxi-terminal semelhantes aos 

da bombesina, no que se refere à atividade biológica destes peptídeos. NMB 

foi isolada do cordão espinhal de suínos e mostra idêntica similaridade com 

ranatensina nos sete últimos aminoácidos da porção caboxi-terminal, exceto a 

substituição de uma treonina em NMB por uma valina na ranatesina (Miamino 

et al., 1985). 

Existem três RNAs mensageiros (mRNA) maduros de GRP em humanos 

que codificam proteínas com 148, 141 e 138 aminoácidos. Todos codificam 
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identicamente o peptídeo GRP1-27, mas diferem na seqüência que codifica a 

extensão C-terminal. Os três mRNAs de GRP são originados de uma simples 

fita de mRNA nascente, por splicing alternativo (Spindel et al., 1986; Sausville 

et al., 1986).  

O GRP é processado a partir de um precursor bem maior do que em sua 

forma análoga à bombesina, preproGRP, com 148 aminoácidos. Dois produtos 

ativos podem ser originados do processamento do preproGRP; um GRP1-27 e 

outro GRP18-27, este  também conhecido como GRP-10 ou NMC (Erspamer  et 

al.,1988; Patel et al., 2006). Durante o processamento, ocorre uma amidação 

no aminoácido 27. A NMB é codificada com 76 aminoácidos e processada para 

uma forma madura com 32 aminoácidos. GRP e NMB possuem 48% de 

similaridade. O gene codificador de GRP está localizado no cromossomo 18, 

enquanto o gene para NMB no cromossomo 15. 

 

3. Receptores ativados por bombesina  

A bombesina tem afinidade por quatro subtipos de receptores. Destes, 

três estão presentes em mamíferos: BB1 ou NMBR, BB2 ou GRPR e BRS-3. O 

BB4-R está presente somente em cérebro de anfíbios. O BB4-R tem maior 

afinidade por bombesina do que por GRP, e apresenta 56%, 61% e 70% de 

aminoácidos idênticos com GRPR humano, NMBR humana e BRS-3 humano, 

respectivamente (Nagalla et al., 1995). Dentre os três subtipos de receptores 

presentes em mamíferos, a bombesina apresenta maior afinidade por BB2 

(revisado por Jensen et al., 2008).  

O BB1 também é conhecido como NMBR por apresentar uma maior 

afinidade por NMB do que por GRP, (>100X).  O BB2, por sua vez, é conhecido 
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como GRPR por apresentar maior afinidade por GRP como ligante endógeno. 

Ele tem alta afinidade por bombesina e GRP e baixa afinidade por NMB 

(Tabela 2). O terceiro tipo de receptor pelo qual a bombesina tem afinidade é o 

BRS-3. Neste caso, ainda não é conhecido o ligante endógeno em mamíferos, 

mas tanto GRP como neuromedina C e NMB apresentam baixa afinidade por 

este receptor (Fathi et al., 1993b; Liu et al., 2002; Patel et al., 2006).  

Peptídeo Afinidade pelo receptor (nM) 
    

  
NMBR 
(BB1) 

GRPR 
(BB2) BRS-3 BB4R 

Bombesina 32 ± 2 2.1± 0.1 >1000 14 ± 1 
GRP 4800 6.6 ± 1.3 >1000 79 ± 12 
NMB 1.8 ± 0.3 700± 200 >1000 11 ± 1 

Agonista de BRS-3  9 ± 0.8 0.2 ± 0.07 0.32 ± 0.8 
0.41± 
0.06 

 

Tabela 2. Propriedade de ligação de receptores da família da bombesina 

(adaptado de Patel, 2006).  

 

3.1 NMBR  

O gene de NMBR está localizado no cromossomo 6p21 em humanos e 

em ratos no cromossomo 10. Tanto o NMBR humano quanto o de rato e 

camundongo possuem três éxons e dois íntrons (Corjay et al., 1991; Wada et 

al., 1991; Ohki-Hamazaki et al., 2000). O receptor NMBR é composto por 390 

aminoácidos e possui 55% de similaridade com GRPR e 47% de similaridade 

com BRS-3 (Fathi et al., 1993a).  

A expressão de mRNA de NMBR foi descrita em humanos, ratos, 

camundongos e primatas (Ohki-Hamazaki et al., 2000; Sano et al., 2004). Este 

receptor é expresso no SNC, no trato gastrointestinal e em células de músculo 
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liso (Von Schrenck et al., 1989; Severi et al., 1991; Bitar e Coy, 1992). Além 

disto, este receptor está presente em diferentes tumores, incluindo os de 

pequenas células de pulmão, os de células epiteliais de brônquio, carcinoma 

intestinal, câncer de epitélio de ovário, linhagens de glioblastomas e linhagem 

de células pancreáticas (DeMichele et al., 1994; Sun et al., 2000b; Jensen et 

al., 2008).  

O NMBR é um receptor acoplado à proteína G e sua estimulação com 

NMB induz a proliferação celular em glioma C6 de ratos e em células de câncer 

de pulmão, enquanto que inibidores seletivos revertem este efeito (Moody et 

al., 1992; Moody et al., 2000). 

Outros peptídeos que pertencem à família de NMB, como ranatensina e 

litorina, têm afinidade por NMBR (Wang et al., 1992; Katsuno et al., 1999). A 

NMB atinge o máximo de ligação ao receptor, a 22º C, entre 5 e 15 minutos 

(Benya et al., 1992; Ohki-Hamazaki et al., 2000). 

O receptor de NMB é internalizado rapidamente e o agonista degradado. 

Mais de 70% da NMB é internalizada em até 60 minutos em glioma C6 de rato 

e em fibroblastos transfectados com NMBR (Benya et al., 1992; 1994; Wang et 

al., 1993). O receptor é reciclado e volta para a superfície celular, 

independentemente de síntese protéica (Benya et al., 1994a). O NMBR é 

acoplado à G q, que ativa a isoforma β de fosfolipase C, catalisando a hidrólise 

de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) na membrana, resultando nos produtos 

inositol-1,4,5-trifostato (IP3) e 1,2-diacilgliocerol (DAG) (Figura 3). O IP3 liga-se 

ao receptor do retículo endoplasmático e promove a liberação de Ca++ para o 

citosol, enquanto DAG ativa a proteína cinase C (PKC). A NMB ativa as 

proteínas cinases ativadas por mitógeno p42 e p44 (p42/p44MAPK, mitogen-
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activated protein kinase) e induz a fosforilação das proteínas p1256FAK, paxilina 

e a molécula de adesão focal. A NMB aumenta os níveis de expressão do fator 

de transcrição c-fos em linhagens de glioma de rato e em pequenas células de 

pulmão (Moody et al., 1992; 1995; Lach et al., 1995; Ohki-Hamazaki et al., 

2000). A NMB aumenta os níveis de adenosina-3,5-monofosfato cíclico (cAMP, 

cyclic adenosine monophosphate) em glioma de rato (Moody et al., 1995). 

 

Figura 3. Possível cascata de sinalização ativada por NMBR (adaptado de 

Ohki-Hamazaki et al., 2000). 

 

3.1.1 Camundongos deficientes em NMBR  

Camundongos deficientes em NMBR expostos à baixa temperatura 

apresentaram 58% de redução da temperatura corporal comparados ao tipo 

selvagem, mesmo quando tratados com NMB. Em relação à contração 

muscular e ao controle da saciedade, é sugerido que GRPR, e não NMBR, 
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tenha maior parte na mediação destes efeitos, pois os animais knockouts para 

NMBR não apresentam diferenças em relação ao tipo selvagem (Ladenheim et 

al., 1994; revisado por: Ohki-Hamazaki et al., 2000). Em relação ao 

comportamento social e à agresividade, estes animais não mostram diferenças 

quando comparados ao tipo selvagem (Ohki-Hamazaki et al., 1999).   

 

3.2 BRS3 

BRS-3 em humanos é composto por 399 aminoácidos (Fathi et al., 

1993b). Ele já foi clonado a partir de ratos, camundongos, porcos, carneiros e 

macacos Rhesus. Em frangos, foi encontrado um receptor com similaridade a 

BRS-3 e BB4, presentes em anfíbios, e que foi chamado de chBRS-3 (Iwabuchi 

et al., 2003). O gene codificador do BRS-3 humano está localizado no 

cromossomo Xq25, e contém dois íntrons e três éxons (Gorbulev et al., 1994; 

Fathi et al., 1993b; Weber et al., 1998). 

Entre os três subtipos de receptores de bombesina presentes em 

mamíferos, o BRS-3 é o que apresenta a distribuição da expressão mais 

diferenciada.  O BRS-3 é expresso no SNC e em testículos de macacos e 

ratos, mas não em testículos de camundongos e carneiros (Ohki-Hamazaki et 

al., 1997; Weber et al., 2003; Sano et al., 2004). Foi detectada a sua expressão 

em pâncreas, tireóide e tecido periférico de ovários de macacas (Sano et al., 

2004), e também em células epiteliais bronquiais humanas, rim de ratos e 

pulmão de fetos de camundongos (DeMichele et al., 1994; Emanuel et al., 

1999; Fleishchmann et al., 2000; Dumesny et al., 2004; Tan et al. 2006). 

No SNC, a expressão de BRS-3 não é tão intensa como as de NMBR e 

GRPR, sendo sua maior expressão localizada na formação hipocampal e na 
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área hipotalâmica (Jennings et al., 2003; Jensen et al., 2008). O BRS-3 é 

expresso em alguns tipos de tumores como: tumores de pequenas células de 

pulmão, carcinomas de pulmão, tumores renais, pancreáticos, sarcomas de 

Ewing, tumores pituitários, de ovários e de próstata (Sun et al., 2000; Reubi et 

al., 2002; Schulz et al., 2006). Não há estudos mostrando sua expressão em 

gliomas. 

Alguns agonistas sintéticos para BRS-3 foram projetados na tentativa de 

serem seletivos para este receptor. Dois destes foram bem mais seletivos para 

BRS-3 do que os demais receptores de bombesina e que a própria bombesina. 

Usando estes agonistas, viu-se que o BRS-3 ativa a fosfolipase C e mobiliza 

cálcio (Weber et al., 2002; Jensen et al., 2008). Não é conhecido qualquer 

antagonista que seja seletivo para BRS-3 (Jensen et al., 2008). 

 

3.2.1. Camundongos deficientes em BRS-3 

Camundongos knockouts em BRS-3 desenvolveram obesidade 

moderada associada com hipertensão e prejuízo no metabolismo da gliocose. 

Estas mudanças ainda foram associadas com o aumento de lecitina no sangue 

e hiper-fadiga. Os autores deste estudo sugerem que o BRS-3 possa ter uma 

importante função no mecanismo responsável pelo balaço de energia e 

controle do peso corporal (Ohki-Hamazaki et al., 1997). Em outros estudos com 

camundongos knockouts para esse receptor, os autores sugerem que o BRS-3 

tenha efeito sobre funções comportamentais como: regulação de isolamento 

social, modulação da emoção incluindo formas de ansiedade (Yamada et al., 

2000a; 2002).  
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3.3 GRPR 

O GRPR humano é composto por 384 aminoácidos (Figura 4) e 

apresenta alta homologia com GRPR de rato, com 90% de identidade (Corjay 

et al., 1991; Ohki-Hamazaki et al., 2005; Jensen et al., 2008). A similaridade do 

GRPR humano com o NMBR humano e o BRS-3 humano é de 52% e 51% 

respectivamente (Jensen et al., 2008). O GRPR foi completamente ou 

parcialmente clonado em 21 espécies e as regiões mais conservadas são 

domínios transmembranas e o terceiro domínio intracelular (Baldwin et al., 

2007).  

 

Figura 4. Estrutura do receptor de GRP (adaptado de Jensen et al., 2008). 

 

O gene de GRPR humano está localizado no Xp22 (Maslen e Boyd, 

1993; Xiao et al., 2001) e o gene de GRPR murino está no cromossomo X 

entre os loci Pdha-1 e Amg (Maslen e Boyd, 1993). O GRPR humano possui 

três éxons interrompidos por dois íntrons com 20 e 2 Kb de comprimento 

(Corjay et al., 1991; Weber et al., 2000; Xiao et al., 2001). O éxon 1 codifica os 
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primeiros três domínios transmembrana do receptor e a área de 

processamento está localizada próxima à segunda alça intracelular (resíduo 

137). O éxon 2 codifica as regiões 4 e 5 transmembrana da terceira alça 

intracellular, o sítio localizado no resíduo 254. O éxon 3 codifica o domínio 

transmembrana 5 bem como a região carboxi-terminal do receptor (Xiao et al., 

2001). 

 

3.3.1 A ativação da transcrição do gene de GRPR   

 Weber et al. (2000) sugerem que a regulação da transcrição do gene de 

GRPR é dependente dos motivos elemento de resposta ao AMPc (CRE, cAMP 

response element) e  TTTAAA. Em GRPR de murinos, foi encontrada uma 

seqüência homóloga a CRE a montante ao início do sítio de transcrição do 

gene e esse elemento foi essencial para a atividade desse gene em células 

Swiss 3T3. Para a atividade transcripcional basal do gene de GRPR humano, 

foi requerida uma região entre 97 e 247 pb a montante do início da transcrição 

de RNA em células de próstata e de carcinoma gastrointestinal (Qu et al., 

2004). Xiao et al. (2001) sugeriram que um motivo CRE localizado a 112 pb a 

montante do maior sítio de transcrição é requerido para conferir a atividade 

basal do promotor em células de câncer de duodeno. Mais recentemente, 

Chinnappan et al. (2008) mostraram que fatores de transcrição ligados em dois 

distintos sítios CRE são requeridos para que o gene de GRPR humano                        

promova a transcrição em células de câncer gastrointestinal. Eles ainda 

sugerem que a regulação do gene de GRPR humano é dependente da via de 

sinalização induzida por cAMP e ativada pelos fatores de transcrição ATF-1 
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(activating transcription factor 1) e a proteína que se liga a CRE (CREB, CRE 

binding protein). 

 

3.3.2 A expressão de GRPR 

A expressão de GRPR tem sido bastante estudada em roedores, 

enquanto que o panorama da expressão de GRPR em outros mamíferos como 

macacos e em humanos vem sendo desenhado mais lentamente. Em 

macacos, foi encontrada expressão do gene que codifica para o GRPR no 

pâncreas, próstata, músculo esquelético, SNC e níveis de expressão mais 

baixos no estômago. No SNC, é expresso no hipocampo, hipotálamo e 

amígdala (Sano et al., 2004).  

A hibridização in situ em ratos mostrou que GRPR é expresso 

amplamente durante o desenvolvimento embrionário nos sistemas nervoso, 

respiratório, urogenital, gastrointestinal e que ocorre um pico nos níveis de 

expressão na hipófise posterior em torno do vigésimo dia dos embriões 

seguindo por um rápido declínio durante o período pós-natal (Battey et al., 

1994). Durante a vida adulta, em roedores, é predominantemente expresso no 

trato digestivo e cólon, mas não no estômago (Battey et al., 1991) e 

amplamente expresso no SNC (Moody e Merali, 2004; Kamichi et al., 2005). 

A expressão de GRPR em humanos (hGRPR) tem sido mais estudada 

em tecidos e linhagem tumorais (veja item 3.3.5). Em tecidos normais GRPR é 

fortemente expresso em pâncreas e mais fracamente no estomago e córtex 

adrenal e não é expresso em medula adrenal, tireóide, timo, intestino delgado e 

mucosa epitelial exceto no antro gástrico (Ferris et al., 1997; Xiao et al., 2001).  

 



Introdução  38 

______________________________________________________________________ 

3.3.3 O GRPR e suas funções fisiológicas 

As primeiras funções nas quais foi identificada a atuação de GRPR 

foram no trato gastrointestinal incluindo regulação da secreção gástrica 

estimulando a liberação de gastrina das células G e somatostantina das células 

D (Schubert et al., 1991; 2002); regulação da mobilidade gastrointestinal 

(Degen et al., 2001; Yegen et al., 2003); estimulação da secreção pancreática 

(Niebergall-Roth  e Singer , 2001); liberação de insulina (Persson et al., 2002).  

O GRPR é amplamente expresso no SNC e na medula espinhal de 

roedores, e numerosos efeitos têm sido descritos por sua ativação. O GRPR 

tem função sobre a memória aversiva e emocional. A estimulação do receptor 

induz um melhoramento da memória em camundongos e em ratos tratados de 

forma sistêmica ou intra-cerebral, enquanto que a inibição do receptor promove 

um prejuízo na formação deste tipo de memória (Roesler et al., 2006b; 

Preissler et al., 2007). Além disto, o GRPR está envolvido com a mediação da 

extinção de memória aversiva (Luft et al., 2006). A expressão de GRPR no 

SNC também tem sido relacionada ao envolvimento deste receptor em diversas 

doenças psiquiátricas e desordens neurológicas como ansiedade, 

esquizofrenia, autismo, demência, desordem de pânico e desordens 

alimentares incluindo anorexia nervosa, bulimia e depressão (Roesler et al., 

2006a; Hodges et al., 2009). Comportamentos modulados por GRPR em 

roedores incluem “grooming”, ingesta de comida, comportamento estereotipado 

e comportamento social (Taylor e Garcia, 1985; Piggins e Merali, 1989; Flynn et 

al., 1997; Meller et al., 2004; Moody e Merali, 2004; Presti-Torris et al., 2007). 

Além de efeitos mais comportamentais, o GRPR no SNC apresenta função 

sobre a termoregulação, metabolismo e saciedade (Spindel et al., 1986). Está 
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bem estabelecido que administração de bombesina suprime a ingesta de 

alimento em numerosas espécies, incluindo ratos (Gibbs et al., 1979), 

camundongos (Taylor e Garcia,1985) e humanos (Muurahainen et al., 1993). 

Trabalhos mais recentes vêm mostrando que a expressão de GRPR no 

cordão espinhal está relacionada com a mediação no comportamento de coçar 

mediante estímulo ao prurido (Sun e Chen, 2007; Swain, 2008) e com o reflexo 

peniano (Sakamoto et al., 2008).  

 O GRPR também tem sido implicado no processo inflamatório (Dal-

Pizzol et al., 2006; Petronilho et al., 2007). Dal Pizzol et al. (2006) mostraram 

que RC-3095, um antagonista seletivo de GRPR, atenua a liberação de 

citocinas pro-inflamatórias in vitro e in vivo melhorando a sobrevida de ratos 

com sepsis estabelecida. A ativação de GRPR promove a estimulação de 

células natural killer (De la Fuente et al., 1993) por aumentar a expressão de 

Hsp72 (heat shock protein 72) (Taglia et al., 2008). Outros estudos mostraram 

que a ativação do GRPR promove a quimioatração de leucócitos (Ruff et al., 

1985; Del Rio et al., 1994).  

 

3.3.4 Camundongos deficientes em GRPR 

Camundongos deficientes em GRPR desenvolvem-se e reproduzem-se 

normalmente e não mostram qualquer anormalidade fenotípica bruta (Hampton 

et al., 1998). Wada et al. (1997) mostraram que camundongos knockouts para 

GRPR quando o tratamento com GRP não induzem hipotermia, diferentemente 

deste mesmo tratamento no tipo selvagem. Além disto, eles mostraram que os 

animais deficientes em GRPR apresentaram significante aumento na atividade 

locomotora durante a noite e na interação social, enquanto que não geraram 
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comportamento agressivo contra animal intruso. Eles ainda analisaram os 

efeitos de monoaminas como dopamina e serotonina no cérebro dos animais 

mutantes e não encontram diferenças em relação ao tipo selvagem. Apesar de 

muitos estudos farmacológicos mostrarem que GRP regula as secreções 

exócrina e endócrinas relacionadas à digestão, o metabolismo e o 

comportamento dos animais deficientes em GRPR não apresentam diferenças 

nos níveis de açúcar, gastrina, amilase, insulina, hormônio do crescimento (GH, 

growth hormone) e o hormônio estimulante da tireóide (TSH, thyroid-stimulating 

hormone) em seu sangue em relação ao tipo selvagem. No estudo de Hampton 

et al. (1998) esses animais demonstraram deficiência na resposta à saciedade, 

pois quando tratados com bombesina mantiveram a ingesta de glicose ao 

passo que nos tipo selvagem suprimiram a ingesta. 

Outro estudo mostrou que os camundongos knockouts para GRPR têm 

aumentada sua preferência por odores con-específicos (por outros animais) e 

aumentam seu comportamento social investigatório (Yamada et al., 2000b). 

Camundongos mutantes para GRPR não mostraram diferenças comparadas ao 

tipo selvagem em relação à resposta termal, mecânica, inflamatória e dor 

neuropática, mas mostraram diferença no estímulo ao prurido (Swain et al., 

2008). Finalmente, o receptor de GRP tem uma importante função no 

crescimento celular não neoplásico e neoplásico (Moody et al., 1992; Jensen et 

al., 2008). 
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3.3.5 O GRPR e seu envolvimento no câncer (GRPR como fator de 

crescimento no câncer) 

GRP e bombesina induzem proliferação e crescimento celular. Em ratos 

neonatos, a bombesina administrada subcutaneamente estimula o crescimento 

das células da mucosa gastrointestinal e do pâncreas (Lehy et al., 1986; Puccio 

et al.,1989), também estimula o crescimento de fibroblastos de ratos e células 

normais de epitélio bronquial humano (Rozengurt e Sinneth-Smith, 1993; Willey 

et al., 1984). Em porcos, a bombesina e o GRP têm efeitos regenerativos 

depois da pancreatectomia (Fiorucci et al., 1998). Em diversos tumores, a 

bombesina e o GRP têm efeito mitogênico. A bombesina e o GRP induziram a 

proliferação em linhagens tumorais gástricas, pancreáticas, de próstata, mama, 

de câncer colorretal, neuroblastoma, pulmão, cabeça e pescoço (Iishi et al., 

1992; Hoosein et al., 1993; Avis et al., 1993; Bold et al., 1998; Lango et al., 

2002; Kang et al. 2007; Ishola et al., 2007). Em carcinoma de pequenas células 

de pulmão, a porção carboxi-terminal de GRP e não a porção GRP1-16 

apresentam efeito mitogênico (Weber et al., 1985). 

Diversos estudos vêm mostrando a expressão de GRPR nas mais 

variadas neoplasias. Já foi demonstrado a expressão de GRPR em câncer de 

próstata, renal, mama, ovário, pancreático, cólon, pulmão, cabeça e pescoço, 

gástrico, uterino, esôfago, gastrinoma, coloretal e neuroblastoma (revisado por 

Patel et al., 2006; Cornélio et al., 2007). 

Além da expressão diferenciada dos tecidos normais e do efeito 

mitogênico, alguns trabalhos indicam envolvimento de GRPR no processo de 

metástase e angiogênese. Células do epitélio vascular responderam ao 
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estímulo com bombesina induzindo a ativação de MAPKs (Short et al., 1998). A 

estimulação de linhagens de neuroblastoma com bombesina aumenta a 

expressão da molécula-1 de adesão celular endotelial a plaquetas (PECAM-1, 

platelet endothelial cell adhesion molecule-1) e VEGF, enquanto que uso de um 

antagonista seletivo de GRPR, RC-3095, ou o silenciamento de GRPR atenua 

a angiogênese em neuroblastoma in vivo, inibindo significativamente a 

expressão de VEGF (Kang et al., 2007).  Em câncer de pequenas células de 

pulmão um antagonista seletivo de GRPR, RC-3940-II, diminuiu os níveis de 

VEGF e VEGFR em camundongos xenografados (Kanashiro et al., 2007). 

 

3.3.5.1 O GRPR em gliomas  

Apesar de a expressão de GRPR já ter sido avaliada em quase todos os 

tipos tumorais, em gliomas essa expressão somente foi avaliada em linhagens 

celulares como de rato e algumas humanas como: U-373MG, U-87MG, D-

247MG, U-118MG, U-251MG, D-245MG, U-105MG, D-54MG, A-172MG, and 

D-270MG e pediátricas SJ-S6 and SJ-G2 (Moody et al., 1989; Sharif et al., 

1997).  

Um análogo citotóxico da bombesina, AN-215, tem sido testado em 

modelos animais de camundongos nude implantados com linhagens humanas. 

No estudo de Szereday et al. (2002), com U-87, o agente citotóxico inibiu o 

volume tumoral em cerca de 69%. O efeito anti-tumoral de AN-215 pode ser 

bloqueado com pré-tratamento com excesso do antagonista da bombesina, 

indicando que o efeito citotóxico no análago é mediado pelo receptor. Nos 

animais implantados com U-138, houve uma diminuição nos níveis de VEGF e 

do volume tumoral em aproximadamente de 50% (Kanashiro et al., 2005a). 



Introdução  43 

______________________________________________________________________ 

Neste mesmo modelo animal, RC-3940et, um antagonista seletivo de GRPR, 

diminui 72%, 28% e 35% o volume tumoral, os níveis de VEGF e a expressão 

de PKCα, respectivamente (Kanashiro et al., 2005b). 

O RC-3095, um antagonista seletivo de GRPR, foi desenvolvido pelo 

grupo de Schally (Figura 5) e colaboradores e vem sendo testado como agente 

anti-tumoral para vários tipos tumorais e modelos animais. Em gliomas esse 

mesmo grupo demonstrou o efeito desse agente em camundongos nudes 

implantados com U-87 e com U-373, além do efeito in vitro com estimulação do 

receptor com o agonista, GRP.  Animais implantados com U-87MG e animais 

implantados com U-373MG tratados com RC-3095 tiveram diminuição do 

volume tumoral 79 e 72% respectivamente (Pinski et al., 1994). Em outro 

estudo, animais tratados independentemente com RC-3095 e com RC-3940-II 

tiveram os volumes tumorais diminuídos em 60 e 74%, respectivamente, e 

tiveram os níveis de c-fos diminuídos em 30-40%. Em cultura de U-373, o 

GRP14-27 induziu com o efeito máximo em duas horas a expressão de mRNA 

dos fatores de transcrição e este aumento foi revertido quando as células foram 

pré-tratadas com RC-3095  (Kiaris et al., 1999).  

Em relação à sinalização celular que o GRPR desencadeia em gliomas, 

foi observado que a estimulação do receptor promove o aumento da 

concentração de Ca++ intracelular, e ativa PKC e as MAPKs, ERK1 e ERK2 

(Shartif et al., 1997; Kanashiro et al., 2005b).  
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Figura 5. Estrutura química do RC-3095. 

 

4. A sinalização celular de PI3K 

A fosfatidilinositol-3-hidroxicinase (PI3K- do inglês, “phosphatidylinositol-

3-hydroxikinase”) é uma cinase pertencente a uma família que fosforila a 

posição três do anel de inositóis de membrana. PI3K regula vários procesos 

intracelulares como: proliferação, crescimento, apoptose e rearranjamento do 

citoesqueleto. Estas cinases são divididas em três classes baseadas em sua 

estrutura primária e especificidade ao substrato. A classe I contém um grupo de 

proteínas heterodiméricas consistindo de uma subunidade catalítica e uma 

regulatória. Essa classe fosforila fosfatidilinositol (PI – do inglês, 

phosphatidylinositol), fosfatidilinositol-4-monofosfato (PIP – do inglês, 

phosphatidylinositol 4-phosphate) e fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2 – do 

inglês, phosphatidylinositol 4,5- trisphosphate). A classe II consiste de três 

membros PI3KC2α, PI3KC2β, PI3KC2γ, essa classe fosforila PI e PIP. A classe 

III contém somente um membro, Vps34 que fosforila somente PI (Kong e 

Yamori, 2008). 

A classe I é a mais estudada. Ela é dividida nas subclasses IA e IB, 

baseada em sua subunidade regulatória e o substrato ativado. A classe IA é 
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composta pela subunidade regulatória p85 e subunidade catalítica p110 que 

pode ser uma das três isoformas existentes em mamíferos: p110α, p110β, 

p110δ (conhecidas como: PI3Kα, PI3Kβ, PI3Kδ). A subunidade regulatória liga-

se a vários receptores de tirosina cinases para ativar a subunidade catalítica 

p110. Em adição, p110 pode ser ativada por se ligar diretamente a Ras. A 

classe IB corresponde a PI3Kγ que é ativada diretamente pela subunidades βγ 

dos receptores acoplados à proteínas G (GPCRs). A PI3Kγ é composta pela 

subunidade regulatória p101 e catalítica p110γ. A PI3Kα e PI3Kβ são 

amplamente expressas, enquanto as expressões de PI3Kδ e PI3Kγ parecem ser 

mais restritas. O regulador negativo da sinalização produzida por PI3K é a 

fosfatase PTEN que desfosforila PIP3 em PIP2 (revisado por Fan e Weiss, 2006; 

Kong e Yamori, 2008). A desregulação da via desencadeada por PI3K, assim 

como mutações em PTEN tem sido encontrada em vários tipos de câncer 

(Vivanco et al., 2002). 

 

5. As Células-tronco em glioma 

Evidências recentes sugerem que uma sub-população de células nos 

tumores, chamadas de células-tronco do câncer, podem dirigir o crescimento e 

a formação de metástases destes tumores e são caracterizadas por sua 

habilidade de iniciar e gerar um novo tumor.  Essas células tanto geram clones 

de si próprias como geram células diferenciadas (Marx, 2007). 

Em alguns tipos tumorais, têm sido identificada esta sub-população, com 

propriedades de tronco, por diferentes marcadores de superfície. Em tumores 

de cólon, as CT são positivas para e CD44 e/ou CD166 e CD133; câncer de 

mama positivas para CD24 e negativas para CD44; tumores de cabeça e 
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pescoço positivas para CD44; tumores pancreáticos positivas para CD44 e 

CD14 e para meduloblastomas e glioblastomas são positivas para CD133 

(revisado por Cho e Clarke, 2008). 

Há menos de uma década vem sendo identificada uma sub-população de 

células com características de CT em tumores do SNC. Uchida et al. (2000) 

isolaram CT de tecido cerebral de feto humano utilizando vários marcadores. 

Estas células foram fenotipicamente identificadas como CD133+, CD34-, CD45-, 

CD24- e foram capazes de formar neuroesferas em culturas e gerar células 

diferenciadas.  

 Em 2003 Singh et al. identificaram CT em tumores cerebrais pediátricos 

por meio do marcador de superfície prominina-1, CD133. Em seguida, outro 

grupo isolou de glioblastomas multiformes de adultos uma sub-população de 

CT (Yuan et al., 2004). Várias linhagens tumorais apresentam uma sub-

população de CT (Lee et al., 2005; Gal et al., 2007). Em C6, uma linhagem de 

glioma de rato, esta sub-população origina neurônios e células gliais (Kondo et 

al., 2004). 

 O CD133 é um membro da família de glicoproteínas de superfície celular, 

que possui cinco domínios trans-membranas, e para o qual a sua função ainda 

não foi esclarecida (Shmelkov et al., 2004). Tem sido sugerido que CD133 é 

um marcador específico para várias populações de CT e células progenitoras.  

Ele é expresso em células indiferenciadas de epitélio, retinoblastoma e 

teratocarcinomas, leucemias e tumores cerebrais (Shmelkov et al., 2004; Lee 

et al., 2005). 

A sub-população de glioblastomas CD133+ apresenta maior resistência 

aos quimioterápicos temozolamida, carboplatina, paclitaxel e etoposídeo, que a 
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sub-população CD133- (Liu et al., 2006). Marcadores de CT têm sido 

correlacionados com prognósticos e sobrevidas de pacientes. A expressão de 

nestina, um marcador de célula neuronal indiferenciada, é significativamente 

maior em pacientes com menor sobrevida (Strojnik et al., 2007).  

Singh et al. (2004) mostraram que as CT são essenciais para a formação 

do tumor em modelo animal. Eles implantaram em camundongos nude 100 

células CD133+, originadas de gliomas de pacientes, e houve a formação de 

uma massa tumoral, enquanto que, nos animais onde eles implantaram 105 

células CD133- não houve a formação do tumor.  

Zeppernick et al. (2008) analisaram a expressão de CD133 em 95 gliomas 

de vários graus. Eles encontraram que tanto a proporção de células CD133+ 

quanto à organização destas em agrupamentos (clusters; quando mais de 

cinco células vizinhas são positivas para CD133) foram significativas como 

fator de mau prognóstico em relação à sobrevida, independentemente do grau 

ou idade do paciente (Zeppernick et al., 2008). Os autores deste trabalho 

consideraram gliomas CD133+ os tumores que apresentaram mais de 1% da 

população positiva. A proporção de células CD133+ em gliomas é variável, mas 

em sua maioria é muito pequena cerca de 2% de toda a população de células 

do tumor. 

Muitas linhagens humanas de gliomas apresentam em cultura morfologia 

de neuroesferas. Essas já foram identificadas e isoladas nas linhagens A172, 

U373 e U87 (Patrawala et al., 2005; Kang et al., 2006; Gal et al., 2007). Kang e 

colaboradores identificou uma sub-população de 0,05 a 2% em U87. Yu e 

colaboradores mostraram que a linhagem U87 crescendo sem soro fetal bovino 

e com alguns fatores de crescimento específicos crescem e enriquecem a 
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formação de neuroesferas. Essas neuroesferas foram positivas para CD133, 

para nestina e marcador de astrócito, GFAP (Yu et al., 2008).    

Os estudos com a sub-população CD133+ dos tumores são recentes e 

pouco é conhecido sobre a biologia destas células. Será que receptores de 

fatores de crescimento e genes que levam a proliferação celular são expressos 

diferentemente nesta população? O quanto os receptores que são 

superexpressos no câncer podem induzir a proliferação destas células? Quais 

vias de sinalização celulares são ativadas nestas células? Muito ainda tem a 

ser explorado sobre esta sub-população.   
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6.OBJETIVOS  

6.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a expressão de GRPR em gliomas, sua influência no crescimento 

celular e a relação com vias de sinalização intracelular. 

 

6.2 Objetivos específicos: 

 

• Avaliar a expressão dos genes codificadores de GRP e seu receptor em 

linhagens tumorais humanas e de ratos; 

• Avaliar a expressão protéica do GRPR em linhagens tumorais humanas 

e de ratos; 

• Avaliar a expressão protéica do GRPR em amostras de tumores de 

pacientes provenientes de biopsias e em cérebro humano sadio; 

• Avaliar se a expressão do GRPR está relacionada com a sobrevida do 

pacientes; 

• Avaliar o efeito do agonista e antagonista do GRPR sobre a proliferação 

celular em linhagens tumorais humana e de rato; 

• Avaliar se o efeito de indução da proliferação induzida pelo agonista é 

dependente de PI3K em linhagem de rato C6; 

• Avaliar o efeito do agonista do GRPR sobre a formação de neuro-

esferas em linhagem de glioma humano; 

• Avaliar a expressão do marcador de células tronco, CD-133, em tumores 

de pacientes provenientes de biopsias; 
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Peptídeos da família da bombesina, como o GRP, vêm sendo estudados 

em muitos tipos e modelos tumorais, embora em gliomas esse estudo tenha 

ficado restrito à linhagens celulares. Quatro foram os pontos analisados pela 

primeira vez em gliomas neste trabalho: o efeito da bombesina e do 

antagonista de GRPR, sem pré-estímulo, sobre a proliferação celular em 

linhagens humana e de ratos; o envolvimento da via PI3K desencadeada pela 

ativação de GRP, e sua mediação no processo proliferativo; a expressão de 

receptores de GRP em tumores de pacientes e em cérebro humano sem 

neoplasia; a indução na proliferação de neuroesferas por bombesina. 

O antagonista de GRPR, RC-3095, inibiu a proliferação celular na 

linhagem de rato C6 e na linhagem humana U-87, mas não na linhagem 

humana U-373, nas doses analisadas. Em células C6, essa droga foi analisada 

pela primeira vez, enquanto que o efeito sobre as linhagens humanas já tinha 

sido relatado na literatura. Porém, os autores haviam pré-estimulado com 

agonista, mimetizando o efeito parácrino (Pinski et al., 1994; Kiaris et al., 1999). 

Adicionalmente, o RC-3095 teve efeito em doses intermediárias e não em 

doses mais altas. Em estudos de função neuronal, RC-3095 também 

apresentou esse padrão de dose resposta, com efeito em doses intermediárias 

e não em altas. Na linhagem de U-373, Pinski et al. (1994) encontraram efeitos 

antiproliferativos em doses menores (10-11 a 10-8 M) a que analisamos e com 

pré-estimulação com GRP. RC-3095, em doses maiores do que 100 nM, pode 

apresentar um efeito estimulatório sobre a proliferação, possivelmente por uma 

ação como agonista parcial. O RC-3095, além de ser um antagonista seletivo 

para GRPR, diminui os níveis de expressão do EGFR em muitas linhagens 

tumorais, inclusive de glioma, e tem sido sugerido como um dos mecanismos 
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pelos quais o RC-3095 inibe a proliferação (Speshazi et al., 1992; Pinski et al., 

1994a; 1994b). Provavelmente esse efeito de RC-3095 sobre os níveis de 

expressão de EGFR seja pela própria ação como antagonista de GRPR, pois 

muitos trabalhos vêm mostrando que a ativação de receptores acoplados a 

proteínas G, trans-ativam receptores tipo tirosina-cinases como EGFR. Essa 

trans-ativação dá-se via metalo-proteinases de membrana que clivam pré-

ligantes de EGFR liberados pela ativação de GRPR. Além disto, a ativação de 

EGFR é retro-alimentada positivamente e vice-versa. 

A atividade intrínseca de RC-3095 em doses mais altas como agonista 

foi sugerida pelo grupo de Schally, o mesmo grupo que desenvolveu a 

molécula. Eles avaliaram seis antagonistas sintéticos, desenhados pelo grupo, 

em linhagens de fibroblastos e colorretal e entre estes RC-3095 foi o que 

apresentou maior efeito inibitório sobre a proliferação, porém não em altas 

doses (Casanueva et al., 1996). Outros antagonistas de GRPR vêm sendo 

sugeridos como agonistas parciais, um exemplo é o BIM26226 (Ryan et al., 

1996; Jensen et al., 2008). A atividade de agonista, agonista parcial e 

antagonista de um mesmo composto pode variar de acordo com a espécie ou 

mesmo em tecidos de uma mesma espécie (Coy et al., 1991; 1992; Jensen and 

Coy, 1991; Jensen et al., 2006). A densidade do receptor no qual o composto 

tem afinidade também pode contribuir para atividade de agonista parcial deste 

(Jensen et al. 2008). Tanto agonistas quanto antagonistas do GRPR promovem 

uma down-regulation do receptor (Millar ans rozengurt, 1990; Halmos e Schally, 

1997). Porém, não foi estudado o efeito de um amplo espectro de doses de 

agonista nem de antagonistas sobre a regulação no número de receptores de 

bombesina na membrana. Esta regulação pode se tornar uma retro-
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alimentação positiva dependendo da dose, pois Tsuda et al., (1997) mostraram 

que, quanto maior o número de receptores de GRP na membrana, menor é a 

regulação negativa (repressão). Neste caso, uma hipótese seria que o RC-

3095, em altas doses, pode ter efeito diferente devido à densidade de GRPR 

na membrana, onde a inibição de GRPR por RC-3095 pode estimular o 

aumento do número de receptores, disponibilizando maior número destes para 

os ligantes autocrinos ou mesmo paracrinos.  

Para uma possível aplicação clínica do RC-3095, um melhor 

entendimento sobre a diferença no efeito das doses é necessário, pois altas 

doses podem ter efeito inverso ao esperado, enquanto baixas doses podem 

produzir um bom resultado. Schwartsmann et al. (2006) realizaram um estudo 

clínico de fase I e não encontrarem efeito tóxico do RC-3095 nas doses 

analisadas. Porém altas doses a longo prazo pode ter uma efeito danoso.  

O GRPR foi amplamente expresso nos diferentes graus de gliomas, mas 

não em células gliais de cérebros pós-morte de pacientes sem nenhum tipo de 

câncer diagnosticado. A superexpressão de GRPR vem sendo relatada nos 

mais diferentes tumores. Tanto tecido que já expressam constitutivamente 

GRPR em níveis mais baixos, quanto tecidos normais onde não há expressão, 

quando neoplásicos a expressão de GRPR geralmente está presente. Em 

próstata, a expressão de GRPR é menos intensa e menos freqüente em tecido 

de próstata não maligno (biopsias de próstata benignas) do que em carcinomas 

de próstata (Bartholdi et al., 1998; Markwalder e Reubi, 1999). No tecido 

mamário, GRPR é expresso tanto no tecido tumoral como no tecido sadio 

adjacente ao tumor (Gugger e Reubi, 1999). Em tecido colorretal, GRPR é 

expresso tanto em tecido tumoral quanto em mucosa de tecido sadio adjacente 
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ao tumor, porém com a expressão mais intensa no tecido tumoral (Chave et al., 

2000). Em outro estudo em tumores colorretais, houve expressão de GRPR no 

tecido tumoral, mas não no tecido retirado a mais de 5 centímetros da área 

doente (Saurin et al., 1999).  Em tecido de cólon e de rim, o GRPR é 

fortemente expresso no tumor, mas não no tecido adjacente a este (Carrol et 

al., 1999; Pansky et al., 2000).  A maioria dos estudos de expressão de GRPR 

em tumores usa como controle o tecido sadio nas imediações do tumor do 

próprio paciente. Isso pode limitar a análise, já que a expressão no tecido como 

um todo pode estar alterada. Portanto, para análise comparativa mais 

abrangente da expressão do receptor e possíveis correlações, o melhor é a 

análise da expressão em uma outra população de pacientes que não tenham 

câncer.  

Neste trabalho, encontramos a expressão de GRPR em cérebro humano 

sem neoplasia em neurônios e não em células gliais. Kamichi et al. (2005) 

encontraram expressão de GRPR somente em neurônios e não em células 

gliais em cérebro de camundongos. O GRPR é expresso em cérebro de 

macacos, mas não foi analisada a expressão quanto ao tipo celular, neurônio 

ou glia (Sano et al., 2004). 

Esse achado, além de ser relevante nos estudos de tumores do SNC 

pode ser importante por ser o primeiro a mostrar a expressão de GRPR em 

cérebro humano, com isso contribuindo para a hipótese de que esse receptor 

tenha funções no SNC humano, assim como vem sendo mostrado, em muitos 

trabalhos, sua função no SNC de animais (Ohki-Hamazaki et al., 2005; Roesler 

et al., 2006b). 
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Considerando a hipótese das células tronco tumorais, alterações 

genéticas ocorridas nestas células levariam ao desencadeamento de um 

processo proliferativo, além da alta capacidade multipotente destas, que no 

caso do cérebro seria gerar tanto neurônios quanto células da glia. Uma 

hipótese a ser considerada e mais especulada é que se GRPR é expresso em 

cérebro humano normal em neurônios e não em células gliais, mas é 

amplamente expresso em células gliais tumorgênicas, em gliomas, essa 

mudança no padrão de expressão pode ter se dado em células tronco 

cerebrais.  

A bombesina induziu a formação de neuroesferas na linhagem humana 

de glioma U-87.  Muitos trabalhos vêm usando os fatores de crescimento, EGF 

e FGF, para induzir a formação de neuroesferas (Singh et al., 2003; Yuan et al., 

2004; Gal et al., 2007). O uso destes fatores em meio de cultura sem soro fetal 

bovino (SFB) torna a morfologia da cultura quase exclusivamente formada por 

neuroesferas. Em nossa experiência com a cultura, além da análise da 

literatura, observamos que o SFB influencia diretamente na formação das 

esferas, quanto menor a quantia de soro mais neuroesferas a cultura forma. A 

principio, mesmo não sendo mencionado diretamente nos artigos, os fatores 

são necessários exclusivamente para que as células não morram, pois com 

maior presença de soro elas diferenciam, e a falta de soro resulta em morte 

celular. Portanto, a indução de neuroesferas na cultura pode ser devido à falta 

de estímulo para diferenciarem. 

 Neste trabalho, mostramos que a linhagem humana, U-87 plaqueada 

com 5% de SFB, bem menos do que a quantidade convencional, e que 

permanecem neste meio por sete dias, formam esferas, e esta formação foi 
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significativamente mais acentuada quando tratadas com bombesina. Yu et al. 

(2008) mostraram que as neuroesferas formadas em U-87 são positivas para 

CD-133. Eles sugerem que a indução com fatores seja uma boa forma de isolar 

CT tumorais. Nós também encontramos, através de citometria de fluxo, que U-

87 crescida por uma semana com mudança gradual, diariamente, de meio com 

soro para meio sem soro e com fatores de crescimento apresentam uma 

população de células CD-133 positivas muito maior do que células crescidas 

sempre com 10% de SFB.  

Adicionalmente, nós mostramos que os mesmos tumores originários de 

biopsias de pacientes que expressam GRPR, expressam fortemente CD-133 

em uma sub-população de células. Isto é coerente com a possibilidade de que 

a mudança no padrão de expressão de GRPR se dê nesta sub-população de 

CT, CD-133+, que geram tanto células diferenciadas como seus próprios 

clones, desencadeando assim um processo proliferativo. Além disto, uma 

mudança na estimulação do receptor, por indução parácrina dos ligantes de 

GRPR, poderia desencadear uma maior estimulação de CT que em 

conseqüência poderia levar a formação tumoral.  Certamente, GRPR não seria 

o único agente com alterações de expressão nas CT, ou mesmo o 

desencadeador do processo, mas sim um dos multiplos agentes envolvidos 

nesta cascata de eventos.  

Quanto à expressão de GRPR e GRP em células tumorais mais ou 

menos diferenciadas, não há um consenso para os diferentes tipos tumorais. 

Em carcinomas de ovário, a expressão de GRPR é maior em tumores menos 

diferenciados (Sun et al., 2000), enquanto a co-expressão do ligante e do 

receptor em câncer de ovário foi encontrada em tumores bem diferenciados e 
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não nos menos diferenciados (Carroll et al., 1999). Em tumores de próstata e 

pequenas células de pulmão, parece haver maior expressão de GRPR em 

células mais diferenciadas (Jensen et al., 2001).  

A mudança de expressão de GRPR se daria de dentro do tumor para 

fora, a partir de CT. Talvez por isto, em alguns tumores o tecido adjacente já 

apresenta expressão de GRPR, embora menos intensa e por isso que a 

expressão se faz presente tanto nas células diferenciadas como nas 

indiferenciadas. 

No capítulo I mostramos que a bombesina induz proliferação celular em 

gliomas e essa proliferação foi revertida por uma dose sem efeito por si mesma 

de RC-3095, um antagonista seletivo de GRPR. A bombesina mostrou efeito 

mitogênico em uma variedade de tipos tumorais. Em linhagens de gliomas a 

bombesina provocou um aumento nos níveis de Ca++ intracelular e induziu 

fosfatos de inositóis, porém o efeito proliferativo em si ainda não havia sido 

mostrado. A bombesina apresenta maior afinidade por GRPR do que por outros 

subtipos de receptores ao qual ela também tem afinidade. Além disso, a 

estimulação do GRPR é maior pela bombesina do que pelo próprio ligante 

endógeno, GRP (Lin et al.,1995). Pinski et al. (1994) mostraram que em 

linhagem humana de glioma, U-87, GRP estimula a proliferação.  

Os reais mecanismos pelos quais a bombesina estimula a proliferação 

nos diversos tumores não são ainda bem esclarecidos, menos ainda em 

gliomas. Na busca de alvos terapêuticos mais eficazes, em gliomas, tem se 

dado atenção à via de PI3K. Muitos estudos mostram que receptores que 

sabidamente ativam PI3K estão superexpressos em gliomas. Além disto, 

alguns estudos indicam que o regulador negativo da via PI3K, a fosfatase 
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PTEN, está deletada em alguns gliomas. Alguns autores chegam a relatar que 

60 a 70% de glioblatomas primários apresentam mutação para PTEN.  Por este 

motivo, inibidores de PI3K estão sendo estudados como agentes anti-tumorais.  

Neste trabalho, nós mostramos que o efeito proliferativo induzido pela 

bombesina em linhagem de glioma C6, é dependente da a atividade de PI3K. A 

ativação de PI3K depende de suas subunidades regulatória e catalítica. A 

forma mais comum e mais associada ao câncer é a subclasse IA que pode ser 

ativada por receptores tirosina-cinases. EGFR possui tirosinas fosforilavéis que 

podem se ligar a p85 (subunidade regulatória de PI3K), ou também à 

subunidade catalítica pode ser ativa por Ras. Depois de ativada, PI3K fosforila 

PIP2 em PIP3, que ativa PDK1, fosforilando AKT e ativando a cascata 

subseqüente que levará a proliferação, inibição de apoptose, síntese de 

proteínas, entre outros efeitos. Por outro lado, uma outra composição das 

subunidades de PI3K regulatória e catalítica é ativada pelas subunidades βγ 

dos receptores acoplados a proteína G. Então, neste caso, a ativação de PI3K 

requerida na indução de proliferação, pode se dar de forma direta por GRPR ou 

de forma indireta pela trans-ativação de EGFR por GRPR. A PI3K relacionada 

ao câncer tem sido PI3Kα, embora a grande maioria dos trabalhos relacionados 

à PI3K em tumores usem inibidores pan-seletivos, que inibem todas as formas 

de PI3K. A indução de PI3K por GPCRs não tem sido associada a proliferação. 

A hipótese mais provável é que a ativação de GRPR trans-ative EGFR que 

ativa PI3K e leva ao processo proliferativo. Estudos recentes mostram que 

PI3K medeia à proliferação induzida pela ativação de GRPR em neuroblastoma 

e tumores de pequenas células de pulmão. Em carcinoma de pequenas células 

de pulmão Liu et al. (2007) mostraram que GRPR induz a fosforilação de AKT e 
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que um pré-tratamento com inibidor de PI3K, LY-294002, bloqueou essa 

indução. Além disto, eles mostraram que GRP induz a liberação de 

amphiregulina, um ligante de EGFR, e a inibição de amphiregulina, por um 

anticorpo neutralizante, inibiu a fosforilação de AKT induzida por GRP. 

Adicionalmente, eles mostraram que a fosforilação de AKT por GRP depende 

da ativação de SRC, mas que a fosforilação de AKT por EGF não. SRC já vem 

sendo uma molécula candidata à mediação da trans-ativação de receptores 

tipo tirosin-cinases por GPCRs.  

Um recente estudo multicentrico (com mais de 7 centros e 231 

colaboradores envolvidos)  denominado de The Cancer Genome Atlas 

Research Network (TCGA) analisou mais de 206 glioblastomas e concluíu que 

86% destes tem alguma alteração que envolve a via de PI3K. Na maioria dos 

tumores ocorrem amplificações de receptores que ativam a via PI3K. Eles 

encontraram em 45% das amostras amplificação ou mutações ocorridas no 

receptor de EGF; 13% das amostras com o receptor de PDGF amplificado; 6% 

de mutações em ERBB2 e 4% de MET amplificada. Mutações ocorridas nos 

genes que codificam para as subunidades de PI3K também vêm sendo 

encontradas (Philp et al., 2001; Mizoguchi et al., 2004). Este estudo também 

encontrou mutações no gene que codifica para a subunidade regulatória p85, 

em 9 amostras de 91. Mutações no gene PIK3CA, que codifica para a 

subunidade p110α de PI3K, eles encontraram em 6 amostras de 91 analisadas, 

embora mutações ocorridas neste gene são menos relatada na literatura. Além 

disto, 36% das amostras apresentavam deleção, homozigota para o regulador 

negativo de PI3K, PTEN. 



Discussão Geral   134 

______________________________________________________________________ 

 

Considerando que GRPR está superexpresso em gliomas; que ativa a 

via PI3K, a qual é extremamente importante no processo de indução da 

proliferação e inibição de apoptose; e que esta ativação pode ser por trans-

ativação de EGFR, um receptor que também tem a expressão amplificada em 

gliomas, inibir o desencadeamento deste processo mais em cima na cascata 

de eventos pode ser uma boa estratégia para o tratamento destes tumores. 

Ainda, se considerarmos que o GRPR é expresso fisiologicamente em alguns 

poucos tecidos normais e nestes parece ser mais um mediador no processo ao 

qual tem função e não o agente exclusivo, pois os knockouts para GRPR não 

apresentam funções completamente comprometidas, sua inibição seria uma 

ação bem mais seletiva que a maioria quimioterápicos e menos agressiva.  Por 

outro lado, tumores que apresentam amplificação para agentes mais a baixo na 

cascata, como EGFR (isso considerando que a ativação de PI3K por GRPR é 

via trans-ativação de EGFR), como deleção de PTEN, poderiam ter efeitos 

inibitórios sobre a proliferação reduzidos quando tratados com bloqueadores de 

GRPR como monoterapia. Nestes casos, outros agentes pertencentes a nova 

geração de quimioterapicos, como inibidores seletivos de PI3K, que poderiam 

ser usados em baixas doses, conjuntamente com bloqueadores de GRPR 

poderiam apresentar melhores resultados. 
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� O gene que codifica para GRPR é expresso em linhagens 

celulares de gliomas humano e de rato; 

� GRPR é expresso a nível protéico em linhagens celulares de 

gliomas humano e de rato; 

� GRPR é amplamente expresso a nível protéico em astrocitomas 

oriundos de biopsias de pacientes; 

� No tecido cerebral de pacientes sem neoplasia, o GRPR é 

expresso somente em neurônios e não em células gliais; 

� O agonista de GRPR induz proliferação celular em linhagem de 

glioma de rato; 

� O antagonista de GRPR, RC-3095, inibe a proliferação celular in 

vitro nas linhagens U-87 e C6, mas não na linhagem humana 

U373; 

� A proliferação celular induzida pelo agonista de GRPR é 

dependente de PI3K. 

� O agonista de GRPR aumenta a formação de neuroesferas, 

aumentando o número de células tronco tumorais. 

� Os mesmos tumores de pacientes que expressam GRPR 

apresentam em uma subpopulações de células expressão de um 

marcador de células tronco tumoral cerebral, CD-133. 
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O fechamento deste trabalho deixou em perspectiva muitas outras 

possibilidades de pesquisa. Uma destas perspectivas seria avaliar se a 

isoforma de PI3K necessária para a proliferação celular induzida pela ativação 

de GRPR é ativada pela subunidade βγ da proteína G, acoplada ao próprio 

GRPR, ou ativada por EGFR, decorrente da trans-ativação. Para isso, 

utilizaríamos inibidores de PI3K mais seletivos, bloqueador de EGFR 

(cetuximab) e poderíamos tanto medir a proliferação quanto a atividade de 

AKT. Se a PI3Kα for necessária para induzir proliferação por bombesina, 

poderíamos investir na investigação de toda a via necessária para que GRPR 

trans-ative EGFR, como prováveis mediadores, Src e metaloproteinases. Se a 

isoforma de PI3Kγ for necessária, investiríamos em mostrar seu envolvimento 

no câncer, como em diversas linhagens. 

Outro ponto que deve ser explorado é a expressão de GRPR em 

diferentes populações de células como. CT tumorais (positivas para CD-133), 

CT cerebrais e precursores neuronais (linhagens P27), células mais o menos 

diferenciadas, linhagens tratadas com diferentes concentrações de SFB o e 

sem este, mas com fatores de crescimento específicos. Superexpressar GRPR 

em CT cerebrais em cultura com transfecção de GRPR e avaliar o 

comportamento e morfologia celular em comparação com linhagem de glioma. 

Testar o efeito de bloqueadores de GRPR sobre a sub-população de células 

tronco formadoras de neuroesferas e CD-133 positvas. Avaliar se esta sub-

população é mais resistente do que a população total do tumor ao efeito do 

bloqueador de GRPR, pois em alguns estudos elas apresentaram maior 

resistência a compostos que inibem proliferação que a população total. As vias 
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de sinalização ativadas nesta sub-população ainda não foram estudadas, 

sendo que poucos trabalhos foram publicados.    

Co-relacionar a expressão de GRPR com EGFR em tumores de 

pacientes, além de testar o efeito combinado de bloqueadores destes 

receptores pode ser uma estratégia de tratamento. Sobre este aspecto, 

poderíamos testar a combinação de agentes tóxicos em doses mais baixas 

com antagonistas de GRPR.  
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