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RESUMO 

BDNF/TrkB são descritos em diversas neoplasias onde iniciam sinais 

mitogênicos, facilitam o crescimento tumoral, previnem apoptose e regulam 

angiogênese e metástase. Outros fatores de crescimento também são 

importantes para tumorigênese, como GRP/GRPR e EGF/EGFR.  

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o papel de BDNF/TrkB em câncer 

colorretal avaliando possíveis interações com GRPR e EGFR. Verificamos que 

BDNF e seu receptor, TrkB, estão presentes em amostras de pacientes com 

câncer colorretal esporádico, e os níveis de BDNF encontram-se mais elevados 

no tecido neoplásico que no tecido adjacente ao tumor. O tratamento com RC-

3095, um antagonista de GRPR, na linhagem celular de câncer colorretal 

humana, HT-29, causa diminuição nos níveis de NGF secretados pelas células e 

aumento de BDNF em relação ao controle não tratado. RC-3095 inibe a 

proliferação e viabilidade celular das linhagens HT-29 (EGFR positiva) e SW-620 

(EGFR negativa), embora apenas em HT-29 ocorra um aumento significativo na 

expressão de mRNA de BDNF. Por isso, um anticorpo monoclonal anti-EGFR, 

cetuximabe, foi combinado a RC-3095, nas células HT-29, sendo capaz de 

prevenir tal aumento, sugerindo que este efeito seja mediado por EGFR. Os 

tratamentos com um inibidor de Trks, K252a (1000 nM) ou com cetuximabe (10 

nM) também inibem a proliferação celular.  Entretanto, a combinação de BDNF a 

cetuximabe previne este efeito, enquanto que a combinação de doses não 

efetivas de K252a (10 nM) à cetuximabe (1 nM) inibe a proliferação celular de HT-

29. Além disso, cetuximabe também causa aumento na expressão de mRNA de 

TrkB e BDNF, após 600 minutos de tratamento. Nossos resultados sugerem que a 

inibição da proliferação celular in vitro ou do crescimento tumoral in vivo devem 

acontecer através do bloqueio combinado entre GRPR e TrkB em células de 

câncer colorretal EGFR positivas, e que BDNF também esteja envolvido em 

mecanismos de resistência a fármacos. Por isso, o bloqueio de BDNF / TrkB pode 

emergir como potencial alvo antitumoral. 

 

Palavras-chave Câncer Colorretal • Células HT-29 • Fator Neurotrófico Derivado do 

Cérebro (BDNF) • Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) • Receptor do 

Peptídeo Liberador de Gastrina (GRPR) • RC-3095 • TrkB • 
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ABSTRACT 

BDNF / TrkB are described in various cancers where they participate in tumor 

growth, apoptosis, angiogenesis and metastasis. Furthermore, other growth 

factors are also important to tumorigenesis as GRP/GRPR and EGF/EGFR. 

Therefore, the aim of this study was to investigate the role of BDNF/TrkB in 

colorectal cancer evaluating the interactions with GRPR and EGFR. We found that 

BDNF and its receptor, TrkB, are present in samples from patients diagnosed with 

sporadic colorectal cancer, and BDNF levels were higher in tumor tissue 

compared to adjacent tumor tissue. Treatment with RC-3095, GRPR antagonist, in 

human colorectal cancer cell line, HT-29 caused a decrease in NGF levels 

secreted by cells, and generated increase of BDNF when compared to untreated 

control. RC-3095 inhibited the proliferation and cell viability in HT-29 (EGFR 

positive) and SW-620 (EGFR negative), but only HT-29 cells showed a significant 

increase in BDNF mRNA expression. Therefore, a monoclonal anti-EGFR 

antibody, cetuximab was combined with RC-3095 in HT-29 cells, and was able to 

prevent such an increase, suggesting that this effect is mediated by EGFR. The 

treatment with a Trk inhibitor, K252a (1000 nM) or cetuximab (10 nM), inhibited 

cell proliferation. However, the combination of BDNF with cetuximab prevented 

this effect, whereas the combination of ineffective doses of K252a (10 nM) with 

cetuximab (1 nM) still inhibited cell proliferation of HT-29. Furthermore, cetuximab 

also caused an increase in BDNF and TrkB mRNA expression, 600 minutes after 

treatment. In summary, our results suggest that inhibition of cell proliferation in 

vitro or tumor growth in vivo must occur between the combination of GRPR and 

TrkB in EGFR positive colorectal cancer cells, and that BDNF is also involved in 

drug resistance mechanisms. Therefore, blockage of BDNF / TrkB may emerge as 

potential antitumor target. 

 

Key words: Brain-derived neurotrophic factor • Colorectal cancer • Epidermal growth 

factor receptor • Gastrin-releasing peptide receptor • HT-29 cells • RC-3095 • TrkB • 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro 

As neurotrofinas formam uma família de fatores de crescimento 

estruturalmente relacionados que possuem um papel crucial na sobrevivência, 

diferenciação, proliferação e manutenção das populações neuronais (KRÜTTGEN 

et al., 2006). São fatores tróficos altamente conservados, essenciais à vida 

(BIBEL & BARDE, 2000).  

O primeiro membro desta família foi um peptídeo chamado Fator de 

Crescimento Neural (NGF, da sigla em inglês para Neural Growth Factor), 

identificado no ano de 1940 pela bióloga italiana Rita Levi-Montalcini. Ela 

observou que a injeção de anticorpos contra NGF em camundongos recém-

nascidos resultava em total degeneração dos gânglios simpáticos (BEAR et al., 

2002). Embora quase a metade dos neurônios simpáticos normalmente sofra 

apoptose, a aplicação de NGF exógeno impede que a maioria das células morra, 

enquanto que a neutralização de NGF mediante anticorpos produz morte 

generalizada dos neurônios simpáticos (RAFF et al., 1993). O NGF produzido e 

liberado pelo tecido–alvo é absorvido pelos axônios simpáticos e transportado 

retrogradamente, onde age promovendo a sobrevivência neuronal. Na realidade, 

se o transporte axoplasmático é interrompido, os neurônios morrem apesar da 

liberação de NGF pelo tecido-alvo. Este trabalho pioneiro rendeu a Levi-Montalcini 

e Cohen o prêmio Nobel de 1986 (BEAR et al., 2002). 

Além de NGF, outros membros da família de neurotrofinas foram 

posteriormente identificados em mamíferos incluindo o Fator Neurotrófico 

Derivado do Cérebro (BDNF da sigla em inglês de Brain Derived Neurotrophic 
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Factor) que foi identificado e isolado a partir de cérebros de porcos por Ivens 

Barde e colegas em 1980, e ainda, Neurotrofina-3 (NT-3) e Neurotrofina 4/5 (NT-

4/5) (KRÜTTGEN et al., 2006). 

Os efeitos das neurotrofinas são mediados por duas classes de receptores 

de membrana celular: os que pertencem a uma família de receptores de quinase 

relacionados à tropomiosina (do inglês, Tropomyosin Related Kinase; Trk), dentre 

eles TrkA, TrkB e TrkC e o receptor comum às neurotrofinas, p75NTR, que 

pertence à família dos receptores do fator de necrose tumoral (BOTHWELL, 1991; 

CHAO, 1992; GLASS, 1993).   

Enquanto p75NTR se liga às neutrofinas com baixa afinidade e 

especificidade, os receptores Trks se ligam às neutrofinas com alta afinidade e 

especificidade (KRÜTGEN et al., 2006). TrkA se liga a NGF, TrkB se liga a  BDNF 

e NT-4/5, e TrkC se liga a NT-3 (SEGAL & GREENBERG, 1996; COM et al., 

2007; ODEGAARD et al., 2007), como demonstrado na Figura 1. 

 

Figura 1. A família de neurotrofinas consiste de Fator de Crescimento Neural (NGF), Fator 

Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF), Neurotrofina 3 (NT3), e Neurotrofina 4/5 (NT-4/5). NGF 

se liga especificamente ao receptor TrkA, BDNF e NT4 se ligam especificamente à TrkB e NT-3 

ativa TrkC, sendo que todas as neurotrofinas ligam-se à p75 com baixa afinidade (Adaptado de 

BOHLEN & HALBACH, 2010). 
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Receptores Trks foram identificados pela primeira vez por Dionisio Martin-

Zanca e colegas (1986) como oncogenes presentes em um carcinoma de colo 

humano, capazes de mediar transformações de fibroblastos (MARTIN-ZANCA et 

al., 1986). A partir de então, muitos grupos pesquisam o papel dos Trks em 

câncer. Entretanto, ao longo dos anos, neurotrofinas e Trks tem sido melhores 

caracterizados principalmente como moléculas envolvidas no desenvolvimento do 

Sistema Nervoso Central (SNC), na sobrevivência neuronal e na plasticidade 

sináptica, enquanto o seu papel em câncer manteve-se relativamente menos 

explorado. 

Neurotrofinas são fatores de crescimento multifuncionais e exercem 

numerosos efeitos também em células não-neuronais como, por exemplo, na 

diferenciação de linfócitos B (OTTEN et al., 1989), liberação de histamina 

(NASSENSTEIN et al., 2005), formação de vasos sanguíneos (WAGNER et al., 

2005), desenvolvimento de folículo piloso (STUCKY et al., 1998), inibição e 

diferenciação de músculo esquelético (MOUSAVI & JASMIN, 2006), migração de 

células de Schwann (ANTON et al., 1994) e crescimento de folículos nos ovários 

(PAREDES et al., 2004).  

A ligação de neurotrofinas a Trks forma um homodímero e resulta na 

fosforilação de vários resíduos de tirosina, fenômeno necessário para sua 

sinalização intracelular (GUITON et al., 1994; HUANG E REICHARDT, 2001; 

LESSMAN et al., 2003). Em células neuronais, o receptor p75NTR regula a 

transcrição de genes envolvidos com sobrevivência ou apoptose, bem como a 

ativação de Rho, que controla a motilidade celular. Nestas mesmas células, os 

receptores Trks ativam a sinalização de Ras e MAPK promovendo diferenciação e 
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crescimento celular e a ativação de PI3K que promove sobrevivência das células. 

Já a sinalização por PLC resulta em aumento de cálcio intracelular que por sua 

vez ativa PKC promovendo proliferação celular (REICHARDT, 2006; Ver figuras 2 

e 3). 

Alguns estudos demonstraram que neurotrofinas são importantes na 

progressão de câncer, pois iniciam sinais mitogênicos que facilitam o crescimento 

tumoral (SINGER et al., 1999), prevenindo apoptose (ASTOLFI et al., 2001), 

regulando angiogênese (EGGERT et al., 2000) e auxiliando na propagação das 

células levando à metástase (MENTER et al., 1994).  

As neurotrofinas podem aumentar ou suprimir o crescimento tumoral 

dependendo do tipo de tumor a que se relacionam (KRÜTTGEN et al., 2006). Esta 

relação com o seguimento do tumor pode estar vinculada à ativação de cascatas 

de sinalização celular desencadeada pelos receptores Trks, dentre as quais 

MAPK / ERK e PI3K (figura 2) que estão grandemente envolvidas em processos 

oncogênicos (ATWAL et al., 2000; BAMABÉ-HEIDER & MILLER, 2003; 

ABUJAMRA et al., 2006). Portanto, tanto um aumento nos níveis de neurotrofinas 

ou Trk como uma sinalização desregulada via Trk pode levar à tumorigênese.  

O papel de neurotrofinas em tumores começou a ser estudado, 

principalmente, em neoplasias neurais como em astrocitomas, glioblastomas 

(WADHWA et al., 2003), paragangliomas (PELLO et al., 1999), neuroblastomas 

(DESMET & PEEPER, 2006) e meduloblastomas (NAKAGAWARA, 2001).  

De fato, tumores do sistema nervoso expressam níveis elevados de 

neurotrofinas e/ou seus receptores, níveis estes que estimulam a proliferação e 

migração celular, contribuindo com metástases e com mecanismos de resistência 
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à quimioterapia (FENG et al., 2001; MIDDLEMAS et al., 1999; WADHWA et al., 

2003; WASHIYAMA et al., 1996).  

 

Figura 2. Via de sinalização de BDNF (Adaptado de QIAGEN, 2012). 

 

Em neuroblastomas, níveis elevados de TrkA e TrkC estão associados com 

melhor prognóstico, enquanto que BDNF e TrkB são expressos em tumores mais 
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agressivos (NAKAGAWARA, 2001; DESMET & PEEPER, 2006). Além disso, o 

aumento da sinalização BDNF / TrkB em células de neuroblastoma mantém a 

expressão autócrina e parácrina para promoção do crescimento e invasão tumoral 

e metástase, e a ativação de TrkB por BDNF promove resistência à quimioterapia 

em células de neuroblastoma através de um mecanismo mediado por PI3K e Akt 

(KRÜTTGEN et al., 2006; THIELE et al., 2009). 

Um estudo recente mostrou que, em células de neuroblastoma com 

expressão elevada de TrkB, o tratamento com BDNF protegeu a morte celular 

induzida in vitro pelo tratamento com etoposide, e neuroblastomas com expressão 

elevada de TrkB foram menos sensíveis a este tratamento in vivo do que os 

tumores com baixa expressão de TrkB (LI et al., 2011). 

Em meduloblastoma, um tumor de origem neural bastante comum na 

infância, a expressão de TrkC correlaciona-se com uma melhor resposta à 

terapia, enquanto TrkB provavelmente promove a sobrevivência das células 

(NAKAGAWARA, 2001). No entanto, recentemente foi demonstrado que, pelo 

menos em algumas linhagens celulares de meduloblastoma humanas, BDNF 

humano recombinante diminui a viabilidade das células, sugerindo que a 

estimulação da sinalização de BDNF / TrkB possa também inibir o crescimento de 

meduloblastoma (SCHMIDT et al., 2010).  

Recentes evidências do papel de neurotrofinas têm sido elucidadas 

também em tumores não neurogênicos, tais como melanoma (MARCHETTI et al., 

1993), câncer de ovário (DAVIDSON et al., 2003), pâncreas (MIKNYOCZKI et al., 

1999), próstata (DIONNE et al., 1998; GUATE et al., 1999), pulmão (RICCI et al., 

2001), tumor de tireóide (McGREGOR et al., 1999), tumor de Wilms (EGGERT et 
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al., 2000), tumor de bexiga (KHWAJA & DJAKIEW, 2003), câncer de mama (COM 

et al., 2007), tumores hepáticos (YANG et al., 2005) e câncer colorretal 

(BARDELLI et al; 2003). Nestas neoplasias observa-se uma superexpressão de 

Trks (HANAHAN et al., 2000), e a ativação destes receptores parece agir em 

sinergismo com outras vias de sinalização (QIU et al., 2006), levando ao 

crescimento tumoral, metástases e resistência à terapia (THIELE et al., 2009; 

DESMET & PEEPER, 2006).  

Por exemplo, em adenocarcinomas de pulmão a expressão de TrkB em 

células A549 e o tratamento com BDNF estimula a via Akt, enquanto que um 

inibidor de Trks, K252a, inibe o crescimento celular e induz apoptose (PEREZ-

PINERA et al., 2007). Além disso, níveis séricos de BDNF correlacionam-se 

positivamente com a agressividade tumoral (YANG et al., 2006).  

BDNF e TrkB são superexpressos em amostras humanas de câncer de 

bexiga (LAI et al, 2010) e a ativação de BDNF aumenta a proliferação e 

sobrevivência celular (HUANG et al., 2010), enquanto que um anticorpo anti-TrkB 

induz citotoxicidade e suprime migração e invasão em células de carcinoma 

(HUANG et al., 2010a).  

Estudos recentes sugerem ainda um papel da sinalização BDNF / TrkB em 

câncer de mama, onde a expressão de BDNF e TrkB foi detectada em linhagens 

celulares e em espécimes de tumor. O BDNF induziu resistência a apoptose, 

enquanto que injeções de um anticorpo anti-BDNF reduziu o crescimento de 

tumores de mama em modelo animal (VANHECKE et al., 2011).  
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Figura 3. Sinalização de neurotrofinas (Adaptado de REICHARDT, 2006). 

 

Além disso, amostras com câncer de mama expressaram mais BDNF que 

o tecido normal, e altos níveis de transcritos de BDNF foram associados com 

parâmetros patológicos desfavoráveis, incluindo pior prognóstico e morte 

(PATANI et al., 2011). E, além disso, a superexpressão de NGF / TrkA em câncer 

de mama atua como um fator de crescimento e sobrevivência celular (COM et al., 

2007; DESCAMPS et al., 1998; KRÜTTGEN et al., 2006). 

A expressão de mRNA de BDNF e TrkB também foi maior em linhagens de 

câncer cervical e carcinoma de células escamosas do colo uterino que em tecidos 

normais e foi relacionada aos parâmetros clínico-patológicos (MOON et al., 2011). 
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A expressão do receptor p75NTR diminuiu o crescimento e metástase de 

células de câncer de próstata in vitro (KRYGIER & DJAKIEW, 2002), e a 

expressão desses receptores reduziu NGF e induziu apoptose (PFLUG et al., 

1998). Além disso, em câncer de próstata a expressão de p75NTR é perdida 

durante a progressão do tumor, indicando que esse receptor possa agir como um 

supressor tumoral, enquanto que receptores Trks parecem estar envolvidos na 

progressão desta neoplasia (ODEGAARD et al., 2007). 

A expressão de p75NTR em carcinomas de ovário de estágio I é limitado, 

sugerindo que esse receptor tenha um papel menor na tumorigênese de ovário e 

que sua presença não seja necessária para ativação de TrkA (ODEGAARD et al. 

2007). 

Todavia, tumores sólidos não são os únicos que expressam neurotrofinas e 

seus receptores. Células de mieloma múltiplo expressam TrkB e BDNF de forma 

aberrante, e BDNF estimula significativamente a migração destas células (HU et 

al., 2006). Em leucemia alterações na sinalização de Trks parece ser um bom 

indicador de sensibilidade tumoral (RHEIN, et al., 2010). 

Por tudo isso, o bloqueio da sinalização mediada por neurotrofinas pode 

constituir uma ferramenta terapêutica para o tratamento de tumores que 

dependem de neurotrofinas para a sobrevivência ou progressão (PEREZ-PINERA 

et al., 2007). 

Em carcinoma colorretal humano foram descritas duas mutações pontuais 

não-sinônimas para o domínio quinase do gene TrkB (TRKBT6951 e TRKBD751N) 

(BARDELLI et al., 2003), que demonstraram ter menor atividade após a 

estimulação por BDNF em relação ao tipo selvagem, tanto em células epiteliais de 
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ratos quanto em duas linhagens de câncer colorretal humanas (GEIGER et al., 

2011). Entretanto, o papel de TrkB nesses tumores ainda é pouco conhecido. 

Além disso, até o presente momento, as neurotrofinas e suas vias de 

sinalização envolvidas no mecanismo de proliferação tumoral não foram 

correlacionadas a fatores de crescimento tais como GRP / GRPR e EGF / EGFR 

em câncer colorretal. A identificação da superexpressão de neurotrofinas e/ou 

seus receptores nestes carcinomas pode levar à identificação de novos alvos 

terapêuticos, bem como a um fator prognóstico associado a essas malignidades.  

 

1.2  Câncer Colorretal 

Carcinoma colorretal (CCR) é assim denominado porque se deriva das 

células epiteliais que recobrem o colo e o reto (ALBERTS et al., 1997; ANG et al., 

2011 – ver figura 4). É o terceiro tumor maligno mais freqüente no mundo 

combinando ambos os sexos, e o segundo mais comum em países desenvolvidos 

(INCA, 2012). Além disso, é a principal causa de morte relacionada a cânceres no 

mundo quando neoplasias relacionadas ao fumo são excluídas (FRATTINI et al., 

2004; SCHALLY et al., 2004).  

Os tumores colorretais iniciam-se a partir de pólipos (SCHULTZ, 2005). Um 

pólipo é uma massa tumoral que se projeta para a luz do intestino e geralmente 

refere-se a lesões oriundas do epitélio da mucosa (COTRAN et al., 2000). Essa 

massa protuberante do tecido revela um tumor benigno pequeno também 

chamado de pólipo adenomatoso ou adenoma (ALBERTS et al., 1997). 
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Figura 4. Anatomia do intestino grosso (Adaptado de ANG et al., 2011). 

 

Todas as lesões adenomatosas originam-se de displasia proliferativa 

epitelial, variando de leve a tão intensa constituindo um carcinoma in situ, e, 

muitos indícios mostram que estas lesões são precursoras dos adenocarcinomas 

colorretais invasivos (COTRAN et al., 2000). Durante o estágio pré-neoplásico há 

mudanças hiperplásicas ou displásicas. Com o passar do tempo, há a formação 

de um adenoma que pode levar ao aparecimento de um carcinoma com 

metástases (SCHULTZ, 2005), como exemplificado na figura 5. Por isso, a 

remoção dos pólipos está associada à redução da incidência de câncer colorretal 

(DAVIES et al., 2005; RAMSOEKH et al., 2007). 

Em pólipos maiores de 1 cm de diâmetro aumenta o risco de 

desenvolvimento de câncer, pois as células anormais indiferenciadas tendem a 

formar estruturas organizadas (ROSA et al., 2012). 

A incidência deste tumor é entre 60 e 79 anos de idade, e menos de 20% 

dos casos ocorrem antes dos 50 anos (COTRAN et al., 2000) sendo que 
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geralmente nesta população há história familiar prévia. Nestes casos, a 

susceptibilidade está relacionada a uma combinação de fatores genéticos e 

ambientais, embora em uma pequena fração dos casos, os fatores genéticos 

tenham um papel dominante (LYNCH & CHAPELLE, 2003).  

 

 

Figura 5. Estágios de desenvolvimento de câncer colorretal. As histologias mostram a mucosa 

normal (esquerda), um pólipo adenomatoso com displasia moderada (centro), e um 

adenocarcinoma invasivo com glândulas tumorais na submucosa (direita) (Adaptado de 

SCHULTZ, 2005). 

 

1.2.1 Síndromes Hereditárias 

As síndromes hereditárias aumentam o risco para o desenvolvimento de 

câncer colorretal, dentre elas a Síndrome de Polipose Familiar (PAF), Síndrome 

de Peutz-Jeghers (SPJ), Pólipos Juvenis, Doença de Cowden e Carcinoma 
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Colônico Não Polipose Hereditária (CCNPH) ou também conhecida como 

Síndrome de Lynch (SL), como mostrado na tabela 1 (SCHULTZ, 2005; COTRAN 

et al., 2000).  

A Síndrome de Lynch é a mais prevalente em tumores colorretais, 

acometendo de 3% a 7% de todos os casos (ALTONEN et al., 1998; HAMPEL et 

al., 2008). Essa síndrome é caracterizada pelo desenvolvimento de câncer 

colorretal, câncer de endométrio, e, menos frequentemente, câncer do intestino 

delgado, estômago, trato urinário, ovários e cérebro, principalmente em idade 

precoce (VASEN, 2005). 

A Síndrome de Lynch é uma doença autossômica dominante, de 

transmissão vertical e sem preferência por sexo, com penetrância ao redor de 

80% (MENKO, 1998). Esta síndrome é causada por instabilidade de 

microssatélites (MSI, do inglês Microsatellite Instability) (VASEN, 2005) e por 

mutações germinativas em genes de reparo de DNA (DNA-mismatch repair; 

MMR), como por exemplo MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 e PMS1 (VASEN et al., 

2001; QUEHENBERGER et al., 2005; de JONG et al., 2006). 

Estudos demonstram que a evolução de adenoma para adenocarcinoma 

em Síndrome de Lynch ocorre mais rapidamente em relação às lesões 

esporádicas, sendo que nas esporádicas a incidência de MSI acontece em menos 

de 20% dos casos (KUNKEL, 1993; JARVINEN et al., 1995; MENKO, 1998). 

A análise de mutações de DNA é realizada por técnicas que ainda 

possuem alto custo em diversos países, tais como sequenciamento de 

nucleotídeos. Por isso, utiliza-se uma ferramenta de rastreamento primário, que 

analisa os critérios clínicos e patológicos dos pacientes, tais como a presença de 
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neoplasias malignas associadas à Síndrome de Lynch, número de neoplasias e 

idade ao diagnóstico, antecedentes familiares, bem como características tumorais 

histológicas, como presença de anel de sinete ou tumor mucinoso (RAMSOEKH 

et al., 2007; VAN LIER et al., 2010). Estes critérios são denominados Amsterdam 

e Bethesda. 

 

Síndrome 
Sintomas 
Colônicos 

Outros Tumores Genes Afetados 

Polipose 
Familiar 

Pólipos 
adenomatosos 

múltiplos, 
carcinoma 

Pólipos duodenais e 
estomacais, câncer e 
hiperplasia da retina 

 
APC 

(adenomatous 
polyposis coli) 

 

Gardner 

Pólipos 
adenomatosos 

múltiplos, 
carcinoma 

Pólipos duodenais e 
estomacais, câncer e 
hiperplasia da retina, 
tumor desmóide e 

osteoma 

APC 
(adenomatous 
polyposis coli) 

Polipose 
Familiar 
Atenuada 

Alguns pólipos, 
aumento do risco 
de carcinomas 

 
APC 

(adenomatous 
polyposis coli) 

Carcinoma 
Colônico Não-

Polipose 
Hereditária 

(CCNPH) ou SL 

Carcinoma, 
geralmente 

multifocal, com 
alguns pólipos 

Câncer de endométrio, 
ovário, estômago, fígado, 
trato urinário superior, 

cérebro 

MSH2, 
MLH1,PMS2, 
outros (2p21) 

Doença de 
Cowden 

Frequentes 
hamartomas, 

aumento do risco 
de carcinoma 

Hamartomas em muitos 
órgãos, câncer de mama, 

tireóide e outros 

PTEN 
(10q23.31) 

Polipose Juvenil 
Hamartomas ou 

pólipos, aumento do 
risco de carcinoma 

Hamartomas, pólipos e 
aumento do risco de 
câncer de estômago 

SMAD4 
(18q21.2) 

Síndrome de 
Peutz-Jeghers 

(SPJ) 

Pólipos 
hamartomatosos, 

carcinoma 

Pólipos hamartomatosos 
e carcinoma em todas as 

partes do trato 
gastrointestinal 

LKB1 (STK11) 
(serine/threonine 
kinase – 19p13.3) 

 

Tabela 1. Síndromes hereditárias relacionadas à pré-disposição de câncer colorretal (SCHULTZ, 

2005). Para obter maiores detalhes destas síndromes, acessar OMIM 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim). 



 

 

25 

Os critérios Amsterdam foram propostos em 1991 para uniformizar a 

caracterização clínica de estudos multicêntricos de Síndrome de Lynch (ver tabela 

2), onde as famílias devem, sempre, cumprir todos os itens (VAN LIER et al., 

2010).   

Entretanto, os critérios Amsterdam poderiam estar excluindo pacientes com 

tumores extracolônicos, ou pacientes com indício de CCR hereditário, 

principalmente em idade jovem. Por isso, em junho de 1999 foram publicados os 

critérios Amsterdam II, que incluíram tumores extracolônicos de pelve renal e 

ureter, intestino delgado e endométrio, como descritos na tabela 3 (VAN LIER et 

al., 2010). 

Já os critérios Bethesda foram formulados em 1996 e atualizados em 2004 

(RODRIGUEZ-BIGAS et al., 1997; UMAR et al., 2004). Esses critérios visam 

identificar os tumores que devem ser testados para MSI, e análise subseqüente 

de mutações em MMR (ver tabela 4). Estes critérios são usados quando não há 

história familiar típica, mas há suspeita de hereditariedade.  

 

Critérios Amsterdam I 

1. Deve haver pelo menos três parentes com CCR; 

2. Um deles deve ser parente em primeiro grau dos outros dois; 

3. Pelo menos duas gerações sucessivas devem ser afetadas; 

4. Pelo menos um parente deve ser diagnosticado antes da idade de 50 anos; 

5. A polipose adenomatosa familiar (PAF) deve ser excluída; 

6. Tumores devem ser verificados através do exame patológico. 

 

Tabela 2. Critério Amsterdam I. Adaptado de VAN LIER et al., 2010. 
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Critérios Amsterdam II 

1. Deve haver pelo menos três parentes com câncer associado à Síndrome de Lynch*; 

2. Um deve ser um parente em primeiro grau dos outros dois; 

3. Pelo menos duas gerações sucessivas devem ser afetadas; 

4. Pelo menos um deve ser diagnosticado antes da idade de 50 anos; 

5. A polipose adenomatosa familiar (PAF) deve ser excluída; 

6. Tumores devem ser verificados através do exame patológico. 

* CCR, câncer de endométrio, intestino delgado, ureter ou pelve renal. 

Tabela 3. Critério Amsterdam II. Adaptado de VAN LIER et al., 2010. 

 

Estudos recentes demonstram que a detecção de portadores de CCNPH 

utilizando os critérios Amsterdam foi de aproximadamente 40%, enquanto que a 

sensibilidade dos critérios Bethesda foi de aproximadamente 90% (SALOVAARA 

et al., 2000; CUNNINGHAM et al., 2001; HAMPEL et al., 2005).   

 

Critérios Bethesda 

1. Indivíduos com câncer em famílias que atendem aos critérios Amsterdam; 

2. Indivíduos com 2 cânceres relacionados à SL (sincrônico, metacrônico ou extracolônicos);  

3. Indivíduos com CCR e um parente de 1º grau com CCR e/ou câncer relacionado à SL 

extracolônico e/ou adenoma colorretal; em idade inferior a 45 anos, e/ou adenoma em idade 

inferior a 40 anos; 

4. Indivíduos com CCR ou endometrial diagnosticado em idade inferior a 45 anos.  

5. Indivíduos com CCR no lado direito com padrão indiferenciado ao exame histopatológico 

em idade inferior a 45 anos‡. 

6. Indivíduos com CCR com células em anéis de sinete ≥ 50% e idade inferior aos 45 anos. 

7. Indivíduos com adenomas em idade inferior a 40 anos. 

* Câncer de ovário, endométrio, gástrico, hepato-biliar, intestino delgado ou carcinoma de células 
transicionais da pelve renal ou ureter. ‡ Sólido / cribriforme definido como pouco diferenciado ou 
indiferenciado, carcinoma irregulares, com células eosinofílicas contendo pequenos espaços tipo 
glândulas.  
 
Tabela 4. Critério Bethesda. Adaptado de VAN LIER et al., 2010. 
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Outros fatores de risco relacionados a câncer colorretal são importantes 

para o desenvolvimento de neoplasias esporádicas, e baseiam-se nos hábitos 

alimentares e inatividade física. Neste sentido, ressalta-se a obesidade, aumento 

dos níveis de insulina, o baixo consumo de fibras vegetais e ingestão de carne 

vermelha (COTRAN et al., 2000; SCHALLY et al., 2004).  

No primeiro estágio da doença é possível atingir a cura completa por 

destruição ou remoção cirúrgica, e por isso pode-se considerar que este tipo de 

tumor possui um bom prognóstico (SCHULTZ et al., 2005). Porém com o 

diagnóstico tardio e sem o tratamento adequado, o foco anormal pode 

desenvolver-se dando origem a um carcinoma maligno, cujas células rompem o 

epitélio atravessando a lâmina basal, expandindo através da camada muscular 

que cerca o intestino, e finalmente formando metástases para os linfonodos, 

fígado, pulmão e outros tecidos (ALBERTS et al., 1997). Por isso o rastreamento 

deste tumor é de suma importância. 

 

1.2.2 Rastreamento, Acompanhamento e Avaliação de Resposta  

Os testes mais utilizados para o rastreamento de câncer colorretal são 

sangue oculto nas fezes e colonoscopia endoscópica (DAVIES et al., 2005).  

O sangue oculto nas fezes é um teste barato e não invasivo, entretanto 

serve apenas como uma ferramenta inicial de triagem, embora alguns estudos 

demonstrem que há diminuição da mortalidade em 25% dos casos quando há 

rastreamento bienal (HEWITSON et al., 2007). 

Já a colonoscopia endoscópica tem sensibilidade relatada de 97% e 

especificidade de 98% (DAVIES et al., 2005), sendo o padrão ouro para detecção 
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precoce de câncer colorretal (ZOLG & LANGEN, 2004). No entanto, é uma 

técnica mais cara, invasiva, que exige pessoal altamente treinado e requer 

preparo intestinal desconfortável (DAVIES et al., 2005; HUNDT et al, 2007; ANG 

et al., 2010). 

Outros exames usuais para rastreamento, acompanhamento e avaliação 

de resposta ao tratamento são sigmoidoscopia flexível, colonoscopia virtual, 

tomografia computadorizada, e alguns marcadores moleculares, principalmente 

mutações dos códons 12 e 13 do gene KRAS, mutação V600E de BRAF e 

diversas mutações em p53 (RAMSOEKH et al., 2007).  Além disso, para 

identificação de MSI são utilizadas técnicas de imunohistoquímica para hMSH2 e 

hMLH1, PCR e sequenciamento de DNA (SCHALLY et al., 2004, ANG et al., 

2011).  

 

1.2.3 Estadiamento 

O sistema de estadiamento TNM é o mais habitual em câncer colorretal, e 

baseia-se na extensão do tumor (T), na extensão da disseminação para os 

nódulos linfáticos (N) e na presença de metástase (M), e ainda, um número é 

adicionado a cada letra para indicar o tamanho ou a extensão do tumor e da 

disseminação (tabela 5; NCCN Guidelines, 2012). 

 

1.2.4 Tratamento: quimioterápicos e anticorpos monoclonais 

O tratamento normalmente consiste de uma combinação de cirurgia, 

quimioterapia e / ou radioterapia. O câncer colorretal localizado e sem metástase 

geralmente pode ser curado com cirurgia, embora, na maioria dos casos a 
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detecção ocorra em um estágio tardio, e por isso, quimioterapia sozinha ou 

combinada à radioterapia pode ser aplicada para atingir células tumorais 

remanescentes (SCHALLY et al., 2004; TAKHAR et al., 2004; SCHULTZ et al., 

2005). 

 

Tumor Primário (T) 
TX  O tumor primário não pode ser avaliado 
T0  Nenhuma evidência de tumor primário 

Tis 
 Carcinoma in situ (câncer inicial que não se espalhou para outros 
tecidos) 

T1, T2, T3, T4  O tamanho ou extensão do tumor primário  
Linfonodos Regionais (N)  
NX  Gânglios linfáticos regionais não podem ser avaliados  
N0  Ausência de gânglios linfáticos regionais 

N1, N2, N3 
 Envolvimento de gânglios linfáticos regionais (quantidade e/ou 
extensão) 

Metástase à Distância (M)  
MX  Metástase à distância não pode ser avaliada  
M0  Ausência de metástase à distância (câncer não se disseminou) 
M1  Metástase à distância (câncer está em outra região do corpo)  
 

Tabela 5. Sistema TMN – Adaptado de NCCN Guidelines (2012).  

 

A quimioterapia convencional para o tratamento de câncer colorretal 

consiste de fármacos tais como Fluoracil (5-FU, usado a mais de 50 anos) 

(LABIANCA et al., 1997), Capecitabina, Irinotecano, Oxaliplatina, além de 

anticorpos monoclonais, como bevacizumabe, cetuximabe e panitumumabe 

(BOYIADZIS et al., 2007; NCCN Guidelines 2012), utilizados sozinhos ou em 

esquemas de combinação específicos. 

A escolha da terapia baseia-se nos objetivos da terapêutica, o tipo e tempo 

de tratamento prévio, e diferentes perfis de toxicidade dos fármacos constituintes 

(NCCN Guidelines, 2012). 
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O 5-FU (5-deoxifluorouridina) é uma droga antineoplásica amplamente 

utilizada no tratamento do câncer colorretal. Seu principal mecanismo de ação é a 

inibição da timidilato sintase (TS). Esta enzima é essencial para a síntese de DNA 

e, por conseguinte, também limitante para o crescimento celular (IQBAL & LENZ, 

2001; JOHNSON & DIASIO, 2001).  

A Capecitabina (N4-pentiloxicarbonilo-5-desoxi-5-fluorocytidine) é um pró-

fármaco oral de 5-FU que é absorvido através da mucosa gastrointestinal como 

uma molécula intacta. Sequencialmente é ativado por uma cascata enzimática 

(carboxilesterase citidina desaminase e fosforilase de nuclesideo de pirimidina, 

resultando na formação de 5-desoxi-5-fluorocitidine; 5-DFCR, 5-desoxi-5-

fluorouridina; 5-DFUR) permitindo a liberação intratumoral final de 5-FU (HOFF et 

al., 2001). 

Já o Irinotecano é um derivado de camptotecina que inibe topoisomerase I 

e tem propriedades radiossenssíveis (WADLOW & RYAN, 2010). Muitos ensaios 

clínicos randomizados têm demonstrado a sua atividade em câncer colorretal 

metastático como um agente único ou em combinação com 5-FU e leucovorina 

(DOUILLARD et al., 2000; SALTZ et al., 2000). 

A Oxaliplatina é uma platina de 3° geração caracterizada por possuir um 

ligante carreador de diaminociclohexano (DACH) (BLEIBERG & DE GRAMONT, 

1998), gerando a formação de adutos de DNA que são letais às células 

(WEICKHARDT, et al., 2011). Porém, estes danos podem ser removidos por vias 

de reparo de DNA, tais como excisão de nucleotídeos, excisão de bases ou 

através de genes de reparo de DNA (KWEEKEL et al., 2009). A alta taxa de 

resposta (28-65%) em combinação com 5-FU e leucovorina tem sido relatada em 
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pacientes com câncer colorretal avançado tratados em primeira e segunda linha, 

indicando algum efeito sinérgico com fluoropirimidinas (RAYMOND et al., 1998).  

Além disso, mecanismos de angiogênese também são necessários para o 

crescimento e progressão tumoral, e o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) é um regulador crucial deste processo. Portanto, um anticorpo anti-VEGF, 

Bevacizumabe, foi desenvolvido e já está sendo usado na clínica médica, 

demonstrando atividade promissora em pacientes com câncer colorretal 

metastático (WADLOW & RYAN, 2010). 

Cetuximabe é um anticorpo monoclonal quimérico IgG1 (recombinante 

camundongo-humano) que se liga especificamente ao domínio extracelular do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). O EGFR é uma 

glicoproteína transmembrana que pertence à subfamília do tipo I de Receptores 

Tirosina Quinase (La TANGUE & KERR, 2011). É composto de homodímeros ou 

heterodímeros, tais como HER1 (ou EGFR ou ErbB1), HER2 (ou Erbb) HER3 e 

HER4. Estes receptores são compostos por um domínio extracelular, um 

segmento transmembrana e um domínio tirosina quinase intracelular (DI FIORI et 

al., 2010).   

Assim como cetuximabe, panitumumabe também é um anticorpo 

monoclonal anti-EGFR, no entanto, foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-EGFR 

totalmente humanizado (COHENURAM & SAIF, 2007). Estes agentes ligam-se ao 

domínio extracelular do EGFR (ErbB1) impedindo a dimerização do receptor. Esta 

ligação gera internalização do complexo receptor-anticorpo e impede a 

autofosforilação de EGFR-tirosina e consequentemente, a inativação da cascata 

de proteínas. Sendo assim, tais anticorpos monoclonais agem sobre a inibição da 
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proliferação celular e indução de apoptose (FREEMAN et al., 2004), como 

mostrado na figura 6.  

 

 

Figura 6. EGFR (ErbB1) e suas vias de sinalização (FREEMAN et al., 2004).  

 

Em câncer colorretal, cetuximabe prolongou o período de progressão de 

doença em pacientes com tumores KRAS de tipo selvagem. Neste estudo, um 

grupo de pacientes que não recebeu quimioterapia anteriormente, fez o 

tratamento com cetuximabe combinado à quimioterapia. Essa associação incluiu 

Irinotecano (o tempo médio até a progressão da doença foi de 9,9 meses, em 

comparação a 8,7 meses nos pacientes que não receberam o cetuximabe) e 

Oxaliplatina (o tempo médio até a progressão da doença foi de 7,7 meses, em 
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comparação com 7,2 meses nos pacientes que não receberam o anticorpo 

monoclonal) (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2011).  

Diferentes estudos sugerem que mutações do gene KRAS estão presentes 

em 30 a 50% dos adenocarcinomas colorretais. O estado de KRAS tem provado 

ser um importante indicador de eficácia a anticorpos monoclonais anti-EGFR, uma 

vez que pacientes com KRAS selvagem respondem melhor a este tipo de 

tratamento (FREEMAN et al., 2008). 

Estudos recentes buscam correlacionar mutações em alelos de KRAS a 

outros efetores intracelulares, como BRAF e PIK3CA, avaliando a resposta clínica 

com o tratamento com fármacos anti-EGFR.  Neste sentido, um estudo 

retrospectivo de 113 pacientes que receberam cetuximabe ou panitumumabe 

analisou KRAS e mutações BRAF em exons 2 e 15  e foi verificado que a 

presença de mutações BRAF foi inversamente associada com a resposta à 

terapia (DI NICOLANTONIO et al., 2008).  

Entretanto, além dessas mutações, os principais mecanismos envolvidos 

na ativação e / ou resistência à terapia com cetuximabe e Panitumumabe 

parecem emergir da ativação constitutiva de outras sinalizações celulares 

vinculadas a EGFR. 

De fato, além do EGF, outros ligantes podem ativar a sinalização de EGFR, 

como por exemplo, TGF-α, VGF, ou β-celulinas (DI FIORI, et al., 2010). 

Os receptores acoplados a proteína G (G protein-coupled receptors, 

GPCRs) representam a maior família de receptores de membrana e suas funções 

estão relacionadas a diversas atividades celulares, tais como regulação do 

metabolismo, secreção, contração, pressão sanguínea, e transmissão da dor. Em 
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contraste, receptores tirosina quinase (RTKs), outra família importante de 

receptores de membrana, dentre elas a família de EGFR, foram relacionados à 

proliferação celular, diferenciação, motilidade e sobrevivência celular. 

Originalmente acreditava-se que essas famílias de receptores agiam de maneira 

individual, entretanto, nas duas últimas décadas, tornou-se cada vez mais claro 

que GPCRs também estão envolvidos em processos de proliferação celular e 

estão envolvidos na progressão e metástase de tumores, podendo haver 

transativação entre esses receptores (LIEBMANN, 2011; ver figura 7). 

Vários estudos indicam um possível envolvimento de fatores de 

crescimento no desenvolvimento de câncer colorretal, dentre eles hormônios 

gastrointestinais, especialmente gastrina e bombesina / peptídeo liberador de 

gastrina (SCHALLY et al., 2001; 2003).  

ZHANG e colaboradores (2007) demonstraram que a combinação de um 

antagonista de GRPR ao inibidor da tirosina quinase de EGFR, Erlotinib, 

potencializou os efeitos antitumorais de ambos em câncer de cabeça e pescoço. 

Além disso, em células de câncer de pulmão, agonistas de GRPR aumentaram a 

fosforilação de EGFR (MOODY et al., 2010; 2011). 

Além disso, recentemente foi demonstrado que a combinação de 

antagonistas anti-bombesina / GRP a agentes citotóxicos tais como Irinotecano e 

5-FU, produziram um efeito sinérgico em câncer colorretal (RICK et al., 2012), 

sugerindo que antagonistas sintéticos para o receptor do peptídeo liberador de 

gastrina (Gastrin Releasing Peptide Receptor, GRPR) possam ter um valor clínico 

no tratamento de tumores colorretais (RADULOVIC et al., 1991, CASANUEVA et 

al., 1996; SZEPESHAZI et al., 1997; CHATZISTAMOU et al., 2001; 
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SCHWARTSMANN 2004; SCHWARTSMANN et al., 2005; CORNELIO et al., 

2007; RICK et al., 2012).  

 

 

Figura 7. Mecanismo de transativação entre GPCRs e EGFR. Estimulação por agonistas de 

GPCRs resulta na produção de determinados ligantes da família de EGF, que por sua vez ativam 

EGFR e sua sinalização intracelular. Adaptado de LIEBMANN, 2011.  
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1.3 Peptídeo Liberador de Gastrina  

O Peptídeo Bombesina foi originalmente isolado da pele da rã Bombina 

bombina (ANASTASI et al., 1971). Outros peptídeos homólogos à Bombesina 

(como exemplificado na figura 8) foram subseqüentemente descobertos e 

classificados de acordo com a região COOH-terminal, dentre eles: o peptídeo 

liberador de gastrina (GRP), neuromedina B (NMB) e neuromedina C (NMC). 

(McDONALD et al., 1979; KROOG et al., 1995; PRESTON et al., 1996). O GRP e 

NMC têm uma leucina como penúltimo resíduo da região C terminal enquanto 

NMB tem um fenilalanina como penúltimo resíduo (SHIN et al., 2006). 

Em humanos, três subtipos de receptores que se ligam aos peptídeos da 

família da Bombesina foram identificados: receptor preferencial ao peptídeo 

liberador de gastrina (GRPR), receptor preferencial a neuromedina B (NMBR) e 

receptor para o subtipo 3 de bombesina (BRS-3) (CASSANO et al., 2001). De 

acordo com Patel e colaboradores (2006), o GRP se liga a GRPR com alta 

afinidade e a BRS3 com baixa afinidade. 

 

Bombesina  

Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2 

GRP   

Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-

His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2  

Figura 8. Seqüências de bombesina e GRP. As porções C-terminais de bombesina e GRP, 

marcadas em negrito, são idênticas (SUNDAY et al., 1988). 
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Análises imunohistoquímicas usando anticorpos contra Bombesina, GRP e 

NMB revelaram a existência de peptídeos similares no cérebro e em tecidos 

gástricos de várias espécies (OHKI-HAMAZAKI et al., 2005). 

O GRPR é um receptor transmembrana com 384 aminoácidos, é codificado 

no cromossomo X no intervalo Xp11-q11 (MASLEN & BOYD, 1993) e, pertence à 

família dos receptores acoplados a proteína G heptahelical (BENYA et al., 2000; 

XIAO et al., 2001) (Figura 9).  

  

Figura 9. Estrutura molecular do GRPR (BENYA et al., 2000). 

 

GRP liga-se a GRPR ativando uma proteína Gαq que aciona fosfolipase C-

β que cliva o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), resultando na produção de 

diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), elevando os níveis de cálcio 

intracelular e deste modo ativando cascatas de proteínas quinases, como proteína 

quinase mitógeno-ativada (MAPK), proteína quinase C (PKC) e quinase de 

adesão focal (FAK) (GILADI et al., 1993; SHUMYATSKY et al., 2002; ROESLER 
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et al., 2003; MOODY & MERALI, 2004; ROESLER et al., 2004a; 2004b; PATEL et 

al., 2004; OHKI-HAMAZAKI et al., 2005; ROESLER et al., 2006) (Figura 10). 

Além de promover crescimento e proliferação, estes receptores também 

estão envolvidos na migração celular e angiogênese, pois estimulam a pequena 

GTPase Rho, que tem um papel central na migração celular através do estímulo 

da ROCK (MARINISSEN & GUTKIND, 2001). E ainda, ativam a fosfolipase A2 

(PLA2) e cicloxigenase 2 (COX2), aumentando a produção de prostaglandina E2 

(PGE2) (ROZENGURT et al., 2002) (Figura 11). 

 

 

Figura 10. Modelo de via de sinalização de receptores de GRPR (HELLMICH et al., 1999). 

 

Bombesina e GRP são importantes na regulação de vários processos 

fisiológicos normais (CARROLL et al., 1999), sendo o papel destes peptídeos 

relacionado a diversos efeitos no sistema nervoso central, sistema imune, 

pulmonar e gastrointestinal, dentre eles na indução da secreção de hormônios e 

ácidos gástricos, secreção da mucosa, regulação da contração do músculo 

esquelético, promoção de quimiotaxia, modulação neuronal, controle da 



 

 

39 

temperatura corporal, comportamento e formação da memória (LIEBOW et al., 

1994 apud ROZENGURT et al., 1983; CASSANO et al., 2001; CASANUEVA et 

al., 1996; ROESLER et al., 2006; CARROLL et al., 2000; DORSAM et al., 2007). 

O GRP possui 27 aminoácidos e é codificado no cromossomo 18 (SCOTT 

et al., 2004). Este peptídeo atua como um hormônio gastrointestinal estimulando o 

crescimento epitelial intestinal (RADULOVIC et al., 1991), a liberação de gastrina 

através de células G antrais, a secreção exócrina pancreática e a modulação da 

motilidade gastrointestinal (SCOTT et al., 2004). Tem uma atividade mitogênica 

potente, atuando em vias autócrinas promovendo o crescimento do tecido normal 

e tumoral (FRUCHT et al., 1991; CASANUEVA et al., 1996; CASSANO et al., 

2001; SCOTT et al., 2004). 

No tecido normal a distribuição de GRP é restrita ao sistema nervoso 

central, células neuroendócrinas do pulmão de fetos, fibras nervosas no plexo 

mientérico do trato gastrointestinal, mucosa intestinal e glândulas mamárias 

(SZEPESHAZI et al., 1991; CHU et al., 1995ª; 1995b; PRESTON et al., 1996; 

SCOTT et al., 2004). 

Além disso, GRP e seu receptor são expressos durante o desenvolvimento 

do intestino e contribuem para o crescimento das vilosidades (CARROLL et al., 

2002), porém, após este período, as células epiteliais que revestem o colo 

humano normalmente não expressam GRP nem seu receptor (FERRIS et al., 

1997; CARROLL et al., 1999). 

Em contraste, alguns estudos têm mostrado que tanto o GRP quanto 

GRPR são expressos de forma aberrante em câncer gastrointestinal como colo e 

estômago, câncer de próstata, câncer de pequenas células de pulmão, de 
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pâncreas, de mama e câncer de cabeça e pescoço (PRESTON et al., 1996; 

CARROLL et al., 1999; 2000; KIM et al., 2002; XIAO et al., 2001; JENSEN et al., 

2001; PATEL et al., 2006).  

 

Figura 11. Vias de sinalização ativadas pelo GRPR (DORSAM & GUTKIND, 2007). 

 

Essa superexpressão também pode estar vinculada a características 

invasivas em tumores do colo bem como no desenvolvimento e progressão da 

doença (CARROLL et al., 2000; PATEL et al., 2004).  

Scott e colaboradores (2004) sugerem que a expressão aberrante do 

receptor de GRP pode ser suficiente para dirigir a proliferação celular em 

adenocarcinomas gástricos e colônicos e que o aumento da síntese de GRP pode 

estar envolvido na estimulação autócrina e parácrina de alguns carcinóides. 
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Além disso, algumas mutações em aminoácidos de GRPR são comuns no 

trato gastrointestinal e se distribuem difusamente na região codificadora desse 

receptor, possivelmente contribuindo também para o desenvolvimento e 

progressão de câncer do colo e reto (CARROLL et al., 2000). 

O peptídeo liberador de gastrina parece ser um importante fator de 

crescimento autócrino e parácrino (CUTTITA et al., 1985; PRESTON et al., 1996; 

KROOG et al., 1995; KIM et al., 2002), pois afeta a proliferação e diferenciação 

celular pela ligação ao seu receptor (SCOTT et al., 2004; PATEL et al., 2004; 

MOODY & MERALI, 2004; OHKI-HAMAZAKI et al., 2005; PATEL et al., 2006; 

ROESLER et al., 2006), promovendo ainda aderência das células tumorais na 

matriz extracelular (GLOVER et al., 2004). 

Casanueva e colegas (1996) demostraram que Bombesina induz 

proliferação celular na linhagem de câncer colorretal humana HT-29, indicando 

diferença na sinalização iônica e estimulação da divisão celular pela ativação de 

receptores. 

A linhagem celular HT-29 foi originalmente isolada de um adenocarcinoma 

de colo humano e retém certas características da célula de origem, por isso é um 

modelo adequado para estudar mecanismos moleculares de tumorigênese 

colônica, bem como a influência de manipulações hormonais no crescimento do 

tumor (TRAINER et al., 1988; RADULOVIC et al., 1991; CASSANO et al., 2001; 

RUGINIS et al., 2006). HT-29 tem GRP funcional e a ativação do receptor induz 

proliferação celular (CASSANO et al., 2001). 
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Pelo fato de Bombesina e GRP promoverem o crescimento de alguns tipos 

de cânceres e possuir função autócrina estimulante, isso indica que antagonistas 

para estes peptídeos poderiam inibir o crescimento de certos tumores.  

Um pseudononapeptídeo antagonista do receptor de Bombesina/GRP, RC-

3095, foi sintetizado (LIEBOW et al., 1994) e pode ser considerado como um 

potencial agente para o tratamento de câncer colorretal (RADULOVIC et al., 

1991). 

De fato, o efeito proliferativo de GRP em linhagens celulares de câncer 

colorretal e o efeito reverso do antagonista de GRPR foram confirmados (SAURIN 

et al., 1999; CASSANO et al., 2001). E experimentos pré-clínicos com RC-3095 

indicaram que o bloqueio de GRPR inibe drasticamente o volume tumoral em 

modelos de enxertos xenográficos com a linhagem celular HT-29 em 

camundongos nudes (RADULOVIC et al., 1991), sugerindo que o bloqueio de 

GRPR possa representar uma estratégia eficiente para o tratamento de câncer 

colorretal.  

Embora GRP / GRPR exerçam papéis importantes para funções 

fisiológicas no sistema respiratório, nervoso, urogenital e gastrointestinal 

(BATTEY et al., 1994; FERRIS et al.; 1997; XIAO et al., 2001; SHINGYOJI et al., 

2003), estudos de fase I utilizando o antagonistas de GRPR demonstraram 

toxicidade tolerável (SCHWARTSMANN et al., 2005) e estudos de fase II ainda 

estão em andamento.  

A interação entre GRP e outros mitógenos potenciais pode ocorrer em nível 

de membrana celular pela modulação de receptores GRP (PRESTON et. al, 

1996). E estudos dirigidos por Patel e colegas (2004) sugerem que múltiplos 
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fatores de crescimento possam atuar em conjunto para a progressão de 

neoplasias. Entretanto, até o presente momento, não foram descritos estudos 

mostrando a interação de GRPR / EGFR e neurotrofinas. 
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2 OBJETIVOS 

  

Este estudo teve por objetivo geral avaliar o papel de BDNF / TrkB em 

câncer colorretal investigando interações funcionais com GRPR e EGFR. 

 Visando ordenar os assuntos abordados, o trabalho será apresentado na 

forma de capítulos, como descrito abaixo: 

O Capítulo 1 trata da avaliação da expressão de BDNF / TrkB em amostras 

de pacientes diagnosticados com câncer colorretal, bem como interações entre 

BDNF aos efeitos antitumorais induzidos pelo antagonista de GRPR, RC-3095, 

em linhagens celulares de câncer colorretal humanas, HT-29 e SW-620. 

O Capítulo 2 trata da sinalização via BDNF / TrkB em mecanismos de 

proteção e resistência à cetuximabe em células de câncer colorretal humanas, 

HT-29. 

O Capítulo 3 versa sobre a associação da expressão de TrkB e GRPR em 

tecidos tumorais e tecidos adjacentes não neoplásicos oriundos de blocos de 

parafina de pacientes diagnosticados no Hospital de Clínicas de Porto Alegre com 

câncer colorretal esporádico e hereditário. 

E, o Capítulo 4 aborda o tema da sinalização de BDNF / TrkB como alvo 

anti-tumoral, e foi motivado pelos resultados obtidos nos demais capítulos. Trata-

se de um Editorial na revista Expert Reviews of Anticancer Therapy.  

 

 

 

 



 

 

45 

3 CAPÍTULO 1 

  

BDNF/TrkB Content and Interaction with Gastrin-Releasing 

Peptide Receptor Blockade in Colorectal Cancer 

 

Situação: Publicado 

Revista: Oncology  

Ano: 2010 

Volume: 79 

Páginas: 430-439 
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4 CAPÍTULO 2 

 

BDNF/TrkB signaling protects HT-29 human colon cancer cells 

from EGFR inhibition 

 

Situação: Aceito 

Revista: Biochemical and Biophysical Research Communications 

Data de aceite: 17 de julho de 2012. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

57 

 



 

 

58 

 



 

 

59 

 



 

 

60 

 



 

 

61 

 



 

 

62 

5 CAPÍTULO 3 

 

Interações entre TrkB e GRPR em Câncer Colorretal Esporádico e 

Hereditário  

 

5.1 Pacientes e Métodos 

Foram analisadas 67 amostras de tecido colônico tumoral e tecido 

adjacente não tumoral de pacientes diagnosticados com câncer colorretal, sendo 

30 delas oriundas de tumores esporádicos sem pré-disposição familiar e 37 

amostras de pacientes com câncer colorretal hereditário, destes, 15 classificados 

de acordo com os critérios Amsterdam I e 22 selecionados pelos critérios 

Bethesda. Todos os pacientes foram tratados e acompanhados no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA) durante o período de 1970 a 1993. Este projeto 

foi aprovado pelo Comitê de Ética do HCPA (GPPG # 07-009).  

 

5.2 Imuno-histoquímica 

A expressão dos receptores TrkB e GRPR foi realizada através da técnica 

de imuno-histoquímica. O anticorpo primário anti- TrkB correspondeu a porção 

próxima a fosforilação da tirosina 515 (ab51190, Abcam plc., Cambrigde, K), e o 

anticorpo anti-GRPR correspondente a segunda alça extra celular de GRPR 

humano (OPA1-15619, Affinity Bioreagents, Golden, CO, USA). 

Brevemente, cortes de 4 µm de espessura foram realizados e mantidos 

overnight a 37ºC. Os cortes foram desparafinizados em estufa, hidratados em 

álcool e lavados com água destilada.  A recuperação antigênica foi realizada em 
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forno de microondas, a inativação da peroxidase endógena através da imersão 

em peróxido de hidrogênio e o bloqueio das reações inespecíficas com soro 

normal. Os anticorpos primários foram diluídos em solução (1:50) e incubados por 

12 horas, a 4°C, seguido pela aplicação do complexo estreptavidina-biotina-

peroxidase (LSAB, Dako). A revelação ocorreu com diaminobenzidina 

tetraidroclorido (Kit DAB, Dako). As células foram contra coradas com 

hematoxilina-eosina como controle. A avaliação da coloração imuno-histoquímica 

foi realizada de forma cega por dois patologistas.  

A análise qualitativa da expressão de TrkB e GRPR foi realizada 

considerando–se intensidade e distribuição de marcação, onde 0 = negativo e 1 = 

positivo. 

 

5.3 Análise Estatística 
 

Comparações entre tecido tumoral e tecido adjacente não tumoral, bem 

como comparações entre os grupos hereditários e esporádicos, foram realizadas 

através do Teste Qui-Quadrado de Pearson, ou Teste Exato de Fisher. Para 

análise de sobrevida global foi utilizada curva de Kaplan-Meier. E para análise de 

correlação entre as expressões de TrkB e GRPR nos tecidos adjacente não 

tumoral ou tumoral foi utilizado o Coeficiente de Spearman. A sobrevida global foi 

calculada a partir da data do diagnóstico até a data de óbito ou follow-up. As 

comparações foram consideradas significativas se p<0.05. 

 

5.4 Resultados 

5.4.1 Expressão de TrkB e GRPR em câncer colorretal esporádico e hereditário 
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As análises imuno-histoquímicas utilizando anticorpo anti-TrkB não 

demonstraram diferenças significativas no tecido tumoral ou no tecido adjacente 

não tumoral em relação aos grupos de pacientes diagnosticados com câncer 

colorretal classificados de acordo com os critérios Amsterdam I e Bethesda, ou 

esporádico (Grupo Amsterdam I: 8% de expressão negativa X 92% de expressão 

positiva no tecido adjacente e 23% de expressão negativa X 77% de expressão 

positiva no tecido tumoral; grupo Bethesda: 13% de expressão negativa X 87% de 

expressão positiva no tecido adjacente e 27% de expressão negativa X 73% de 

expressão positiva no tecido tumoral; e grupo esporádico: 5% de expressão 

negativa X 95% de expressão positiva no tecido adjacente e 9% de expressão 

negativa X 91% de expressão positiva no tecido tumoral como mostrado no 

gráfico da figura 1 e nas fotos representativas na figura 1B).  

Entretanto, a análise da expressão de GRPR no tecido adjacente não 

tumoral, nos mesmos grupos demonstrou um padrão de distribuição distinto no 

grupo Amsterdam I em relação aos demais (7% de expressão negativa X 93% de 

expressão positiva), como mostrado no gráfico da figura 1C e foto representativa 

na figura 1D. Os grupos Bethesda e esporádico tiveram distribuição uniforme 

(Bethesda: 44% negativo X 56% positivo; e esporádico: 24% negativo e 76% 

positivo). A avaliação de GRPR no tecido tumoral não apresentou diferenças 

significativas (Amsterdam I: 20% de expressão negativa X 80% de expressão 

positiva; grupo Bethesda: 33% de expressão negativa X 67% de expressão 

positiva e; grupo esporádico: 33% de expressão negativa X 67% de expressão 

positiva), como mostrado no gráfico da figura 1C e nas fotos representativas na 

figura 1E.  
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Figura 1A) 

 

 
1B) 

 

 
1C) 
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1D) 

 

 
1E) 

 

Figura 1: A) Porcentagem de expressão de TrkB no tecido adjacente não-tumoral e tecido tumoral 

nos grupos Amsterdam I, Bethesda e Esporádico. B) Foto representativa da expressão de TrkB 

nos grupos analisados. C) Porcentagem de expressão de GRPR no tecido adjacente não tumoral 

e tecido tumoral nos grupos Amsterdam I, Bethesda e Esporádico. D) Foto representativa da 

expressão de GRPR no grupo Amsterdam I. E) Foto representativa da expressão de GRPR nos 

grupos Bethesda e esporádico (100X).  

  

5.4.2 Avaliação de critérios clínico-patológicos 

Para avaliação dos critérios clínico-patológicos foram desconsideradas as 

classificações pelos critérios Amsterdam I, Bethesda ou câncer esporádico. Todas 
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as análises, a partir deste momento, serão denominadas de acordo com o tipo de 

tecido: adjacente não tumoral ou tumoral, levando-se em conta que todas as 

amostras são de câncer colorretal. 

Não houve diferença significativa entre a expressão de TrkB e GRPR no 

tecido adjacente não tumoral (tabela 1) ou no tecido tumoral (tabela 2) em relação 

ao sexo, idade, metástase em linfonodos, metástase à distância, estadiamento da 

doença ou recidiva. 

 

Variáveis 
TRKB  

Positivo / Negativo 
p (valor) 

GRPR  

Positivo / Negativo 

p 

(valor) 

Sexo 

Masculino 

Feminino 

 

21 / 9 

33 / 5 

0,160 

 

18 / 10 

28 / 10 

0.582 

Idade (anos) 
47,5 (39,5 - 69) / 

42,5 (35,75 - 53) 
0,202 

45 (37 – 67,25) / 

 50 (40,5 - 69)  
0,534 

Metástase em 

Linfonodos 

Ausência 

Presença 

 

 

 

25 / 3 

32 / 3 

1,000 

 

 

 

18 / 12 

29 / 7 

0,118 

Metástase à 

Distância 

Ausência 

Presença 

 

 

7 / 1 

49 / 5 

1,000 

 

 

5 / 3 

41 / 15 

0,834 

Estágio da 

Doença (Dukes) 

Inicial 

Tardio  

 

 

 

28 / 2 

28 / 4 

0,729 

 

 

 

26 / 5 

21 / 13 

0,087 

Recidiva 

Ausência 

Presença 

 

36 / 2 

15 / 1 

1,000 
30 / 10 

8 / 9 
0,082 

Relação entre a expressão de TrkB e GRPR e parâmetros clínico-patológicos no tecido não 

tumoral adjacente. 

 

Tabela 1. Características clinico-patológicas de amostras de câncer colorretal e expressão de 

TrkB e GRPR por imuno-histoquímica no tecido adjacente não tumoral. 
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Variáveis 
TRKB 

Positivo / Negativo 
p (valor) 

GRPR 

Positivo / Negativo 

p 

(valor) 

Sexo 

Masculino 

Feminino 

 

21 / 9 

33 / 5 

 

0,160 

 

18 / 10 

28 / 10 
0,582 

Idade (anos) 
47,5 (39,5 - 69) / 

42,5 (35,75 - 53) 

0,202 45 (37 – 67,25) / 

 50 (40,5 - 69)  
0,534 

Metástase em 

Linfonodos 

Ausência 

Presença 

 

 

 

26 / 5 

28 / 8 

0,750 

 

 

 

18 / 10 

26 / 10 

0,683 

Metástase à 

Distância 

Ausência 

Presença 

 

 

7 / 1 

44 / 12 

0,838 

 

 

5 / 3 

38 / 16 

0,968 

Estágio da 

Doença (Dukes) 

Inicial 

Tardio  

 

24 / 7 

29 / 6 
0,807 

 

23 / 8 

20 / 12 
0,468 

Recidiva 

Ausência 

Presença 

 

34 / 8 

12 / 4 

 

0,891 

 

30 / 10 

9 / 7 
0,291 

Relação entre a expressão de TrkB e GRPR e parâmetros clínico-patológicos em tecido tumoral.  

 
Tabela 2. Características clinicopatológicas de amostras de câncer colorretal e expressão de TrkB 

e GRPR por imuno-histoquímica no tecido tumoral. 

 

5.4.3 Curva de sobrevida 

 A expressão de TrkB e GRPR também foi associada a sobrevida global, 

onde considerou-se o tempo entre a data do diagnóstico até o follow-up ou data 

de óbito. Observou-se diferença significativa entre sobrevida global e expressão 

de TrkB no tecido adjacente não tumoral (p=0,002; figura 2A). Pacientes que não 

expressaram TrkB no tecido adjacente não tumoral tiveram pior prognóstico. A 

expressão de TrkB no tecido tumoral não apresentou diferenças significativas em 

relação ao mesmo parâmetro (p=0,465, figura 2B), assim como a expressão de 
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GRPR nos tecidos adjacente não tumoral (p=0,806, figura 2C) e tumoral (p=0,823, 

figura 2D). 

 

Figura 2A) 

 

2B)  
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2C) 

 

 

2D)  

 

Figura 2: A) Curva de sobrevida global em relação à expressão de TrkB no tecido adjacente não 

tumoral (na população de pacientes que estão vivos, 40 expressaram TrkB e 1 não expressou, e 
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na população de pacientes que foram a óbito, 5 pacientes expressaram TrkB e 3 não 

expressaram).  B) Curva de sobrevida global em relação à expressão de TrkB no tecido tumoral 

(na população de pacientes que estão vivos, 37 expressaram TrkB e 7 não expressaram, e na 

população de pacientes que foram a óbito, 5 pacientes expressaram TrkB e 3 não expressaram). 

C) Curva de sobrevida global em relação à expressão de GRPR no tecido adjacente não tumoral 

(na população de pacientes que estão vivos, 33 expressaram GRPR e 12 não expressaram, e na 

população de pacientes que foram a óbito, 5 pacientes expressaram GRPR e 3 não expressaram). 

D) Curva de sobrevida global em relação à expressão de GRPR no tecido tumoral (na população 

de pacientes que estão vivos, 33 expressaram GRPR e 12 não expressaram, e na população de 

pacientes que foram a óbito, 6 pacientes expressaram GRPR e 3 não expressaram). 

 

5.4.4 Correlação entre TrkB e GRPR nos Tecidos Adjacente não Tumoral e 

Tumoral 

 A avaliação da correlação entre TrkB nos tecidos adjacente não tumoral e 

tumoral não apresentou diferença significativa, embora uma tendência tenha sido 

encontrada (p=0,051). A mesma correlação foi realizada para GRPR nos 

diferentes tipos de tecidos, mas não foi encontrada diferença entre eles (p=0,374). 

Foi realizada ainda, a correlação entre a expressão de TrkB e GRPR. Houve uma 

correlação entre TrkB e GRPR no tecido adjacente não tumoral (p=0,000), 

entretanto não houve correlação entre a expressão de TrkB e GRPR no tecido 

tumoral (p=0,088).  
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6 CAPÍTULO 4 

 

BDNF/TrkB signaling as an anti-tumor target   

 

Situação: Publicado 

Revista: Expert Reviews Anticancer Therapy 

Ano de publicação: 2011 

Volume: 11 (10) 

Páginas: 1473 - 1475  
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7 DISCUSSÃO 

 

Receptores Tirosina Quinase (RTKs) são proteínas de superfície celular 

que constituem importantes alvos antitumorais. Após a ativação de fatores de 

crescimento, RTKs estimulam vias intracelulares que controlam a sobrevivência e 

proliferação celular (KRAUSE & VAN ETTEN, 2005). Receptores Tropomiosina 

Quinase constituem uma família de RTKs ativados por neurotrofinas. TrkA, TrkB e 

TrkC são, respectivamente, os receptores para NGF, BDNF, NT 4/5 e NT-3 

(BARBACID, 1994).  

As funções biológicas da sinalização de neurotrofinas, principalmente, 

BDNF / TrkB, foram primeiramente caracterizadas no sistema nervoso central, 

onde a secreção de BDNF a partir de neurônios é conhecida por ser essencial 

tanto para a formação de conexões sinápticas quanto para a plasticidade 

neuronal (YOSHI & CONSTANTINE-PATON, 2010). Mais recentemente, algumas 

evidências têm indicado que a sinalização ativada por neurotrofinas e seus 

receptores também pode desempenhar um papel importante na proliferação e 

sobrevivência de células tumorais, metástases e mecanismos de resistência à 

quimioterapia, emergindo como um novo alvo terapêutico em diferentes tipos de 

câncer.  

Mecanismos que regulam a expressão e secreção de BDNF incluem a 

sinalização de GPCRs e fatores de transcrição (HUTCHINSON et al., 2009). 

GPCRs desempenham um papel crucial no crescimento tumoral e representam 

importantes alvos para o desenvolvimento de drogas anticâncer (DORSAM & 

GUTKIND, 2007). 
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Dentre a superfamília de GPCRs está o receptor do Peptídeo Liberador de 

Gastrina (GRPR), cujo principal ligante em mamíferos é o GRP, um 

neuropeptídeo da família da Bombesina. GRPR é profuso em uma gama de 

cânceres humanos e desempenha papel fundamental na proliferação de células 

cancerosas (CORNELIO et al., 2007). E, por isso, antagonistas de GRPR, tal 

como RC-3095 e RC-3940 II têm sido desenvolvidos como potenciais agentes 

anticancerígenos (HOHLA & SCHALLY, 2010). 

Recentemente mostramos que o RC-3095 aumentou os níveis de NGF na 

linhagem celular de câncer colorretal, HT-29 (FARIAS et al., 2009; apêndice 1), 

entretanto relações entre GRPR e neurotrofinas ainda precisavam ser melhores 

estudadas nesta neoplasia. Aliás, embora mutações do gene TrkB tenham sido 

relatadas em câncer colorretal (BARDELLI et al., 2003; DESMET & PEEPER, 

2006), estudos anteriores não haviam analisado a expressão e função de TrkB e 

BDNF em linhagens celulares de câncer colorretal ou em amostras de tumores 

humanos.  

A possível interação entre a sinalização de GRPR e BDNF / TrkB em 

câncer colorretal foi pela primeira vez investigada pelo nosso grupo (FARIAS et 

al., 2011, Capítulo 1), onde avaliamos a expressão de BDNF e TrkB em amostras 

de pacientes diagnosticados com câncer colorretal bem como em linhagens 

celulares humanas deste tumor. Vimos que os níveis de BDNF foram superiores 

em amostras tumorais quando comparadas ao tecido não neoplásico dos mesmos 

pacientes. Tal constatação sugere que BDNF possa atuar como um fator de 

crescimento envolvido na progressão de câncer colorretal e que este mecanismo 

possa ainda interferir com resistência aos tratamentos. 



 

 

78 

Neste estudo verificamos também que o tratamento com o antagonista de 

GRPR, RC-3095, aumentou a expressão e secreção de BDNF na linhagem 

celular de câncer colorretal, HT-29. Este aumento foi visto apenas na 

concentração intermediária de RC-3095 (1 nM), enquanto que outras doses de 

RC-3095 (0,001 e 1000 nM) não apresentaram tal resultado. Efeitos similares de 

dose-resposta usando RC-3095 em células tumorais têm sido observados em 

estudos anteriores (CASANUEVA et al., 1996; FLORES et al., 2008). Cabe 

ressaltar, que o RC-3095 na dose de 1 nM também não foi capaz de reduzir a 

sobrevivência celular, quando avaliado pelo ensaio Clonogênico, diferentemente 

das demais doses analisadas (RC-3095 0,001 e 1000 nM), indicando que BDNF 

possa interferir em mecanismos de proteção tumoral.  

No presente estudo, BDNF sozinho não apresentou nenhum efeito sobre 

as células, todavia, o efeito inibitório de RC-3095 sobre a proliferação de HT-29 

foi prevenido pelo cotratamento com BDNF, sugerindo que BDNF haja de forma 

mais pronunciada em condições onde a proliferação ou a viabilidade celular 

estejam sendo afetadas.  

Consistente com a possibilidade de que a ativação de TrkB através de 

BDNF esteja relacionada a proliferação celular, o tratamento com um inibidor de 

Trks, K252a, reduziu de forma significativa o número de células quando 

comparado ao controle não tratado. 

Akil e colaboradores (2011) também demonstraram que K252a suprimiu 

proliferação e sobrevivência de células de câncer colorretal, enquanto BDNF 

induziu proliferação celular. Além disso, evidenciaram que BDNF era sintetizado 
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em condições de estresse nestas células e que havia superexpressão de TrkB 

nesta neoplasia. 

Corroborando com nossos resultados, experimentos in vitro utilizando 

linhagens celulares de câncer colorretal (Caco-2, DLD1, HT-29 e SW480), 

demonstraram que a inibição de TrkB diminuiu migração, invasão e proliferação 

celular (FUJIKAWA et al., 2012). 

Além disso, em nosso trabalho, houve um aumento na expressão de 

mRNA de BDNF induzido por RC-3095, em células HT-29, mas não em SW-620. 

A linhagem celular de câncer colorretal humana, SW-620 é EGFR-negativa 

enquanto que HT-29 é EGFR-positiva. Por isso, avaliamos o papel de um 

anticorpo monoclonal anti-EGFR, cetuximabe, sobre a expressão de mRNA de 

BDNF sozinho ou combinado com RC-3095 em HT-29. Vimos que o cetuximabe 

foi capaz de prevenir o aumento da expressão de mRNA induzido por RC-3095, 

sugerindo que esse efeito seja mediado por EGFR.  

Nossos resultados demonstrando que BDNF previne, e que o antagonista 

de Trks, K252a, mimetiza o efeito antiproliferativo de RC-3095, sugerem que a 

inibição da proliferação celular in vitro ou do crescimento tumoral in vivo devem 

acontecer através do bloqueio combinado entre GRPR e TrkB. Além disso, 

nossos resultados indicam que BDNF pode participar de mecanismos de 

resistência tumoral.  

Baseado nisso, propomos um modelo de interação entre o bloqueio de 

GRPR e a sinalização de BDNF em células EGFR positivas em câncer colorretal. 

De fato, na última década tem sido demonstrado que GPCRs são capazes 

de utilizar tanto o Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) quanto seu receptor 
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(EGFR) como sinalização intermediária para regular o crescimento, diferenciação 

e migração celular. Neste contexto, a ativação de GPCR gera uma liberação 

subsequente de membros da família de EGF ou ativação de EGFR de maneira 

autócrina ou parácrina, em uma variedade de tipos celulares, incluindo câncer. E 

por isso, a transativação de EGFR tem emergido como um novo alvo terapêutico 

(LIEBMANN, 2011). 

Em carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço há 

superexpressão de EGFR, porém a monoterapia contra EGFR não tem 

demonstrado efeitos antitumorais significativos. Entretanto, os efeitos combinados 

com um antagonista de GRPR a um inibidor de EGFR demonstraram um efeito 

antitumoral mais pronunciado neste tipo de tumor (ZHANG et al., 2007). 

Além disso, muitos estudos tem abordado ao longo dos anos, o papel de 

Bombesina / GRP com EGF em muitos tipos tumorais, mostrando que Bombesina 

estimula o crescimento tumoral pela amplificação da fosforilação de EGFR 

(LIEBOW et al., 1994), assim como  em células de câncer de pulmão, onde GRP 

induziu a ativação de EGFR (THOMAS et al., 2005) e, Neuromedina B (NMB) 

também causou transativação a EGFR (MOODY et al., 2010). 

Os nossos resultados forneceram a primeira evidência de que BDNF / TrkB 

possa desempenhar um papel na progressão de câncer colorretal e esteja 

envolvido em mecanismos de resistência a drogas antitumorais atuando em 

conjunto a GPCRs.  

Nos últimos anos os estudos concentraram-se em caracterizar os 

mecanismos moleculares envolvidos na resistência adquirida ao tratamento com 

anticorpos monoclonais anti-EGFR. Em câncer colorretal, estes mecanismos 
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incluem mutações em KRAS e BRAF que podem compensar o bloqueio de 

EGFR, através do estímulo de MAPK (BARDELLI & JÄNNE, 2012). Mas é 

provável que tal resistência também possa ser mediada por RTKs, como por 

exemplo, HER2 (BERTOTTI et al., 2011). 

A identificação dos mecanismos adicionais de resistência pode revelar 

novos caminhos para aumentar a efetividade de inibidores de EGFR, e fornecem 

uma base racional para a investigação de combinações de agentes inibindo 

BDNF / TrkB em conjunto com um inibidor de EGFR, cetuximabe (capítulo 2). 

Investigamos então a expressão de mRNA de BDNF e TrkB após 10 h de 

tratamento com cetuximabe. Vimos que a dose de cetuximabe capaz de inibir a 

proliferação das células HT-29 (10 nM) reduziu cerca de 50 % as expressões de 

mRNA de BDNF e TrkB, enquanto que a dose de cetuximabe 0,1 nM não 

demonstrou o mesmo resultado, sugerindo que o efeito inibitório de cetuximabe 

em células de câncer colorretal possivelmente envolva a inibição de BDNF / TrkB.  

Outros estudos haviam evidenciado que níveis elevados de BDNF 

aumentam a sobrevivência de células de neuroblastoma sob condições de 

redução de fatores de crescimento ou sob a exposição a agentes citotóxicos 

(NAKAGAWARA, et al., 2001; THIELE et al., 2009). Assim como demonstrado em 

feocromocitomas, onde células que expressaram apenas TrkA apresentaram 

resistência à Doxorrubicina e Cisplatina in vivo, mas células que coexpressaram 

TrkA e p75NTR demonstraram maior sensibilidade ao tratamento (BASSILI et al., 

2010).  

Em nosso trabalho avaliamos ainda a adição de BDNF humano 

recombinante (10 ng / ml) a cetuximabe em células HT-29, e identificamos que 
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BDNF não só foi capaz de bloquear o efeito induzido por cetuximabe (10 nM) 

quanto também foi capaz de induzir proliferação celular, quando avaliado pelas 

técnicas de contagem celular por exclusão com azul de Tripan, MTT ou ensaio 

clonogênico. Os resultados evidenciam que BDNF protege as células de câncer 

colorretal dos efeitos inibitórios de cetuximabe. 

Com os achados anteriores que reforçaram a ideia de que haja uma 

relação entre EGFR e Trks, examinamos se o bloqueio de TrkB poderia 

potencializar o efeito de cetuximabe. Para tanto, as células HT-29 foram tratadas 

com uma dose não efetiva de cetuximabe (0,1 nM) ou uma dose ineficaz de um 

inibidor não seletivo de Trks, K252a (10 nM) ou ambos, seguido pela adição de 

BDNF (10 ng / ml), através da técnica de MTT. Cetuximabe ou K252a isolados 

não afetaram a proliferação celular, porém quando administrados em combinação 

reduziram a proliferação celular. Entretanto, este efeito foi completamente abolido 

pela adição de BDNF, que por si só não afetou a proliferação. Este resultado 

sugere que a inibição de TrkB pode potencializar o efeito inibitório de cetuximabe 

em câncer colorretal. 

Nossos resultados forneceram a primeira evidência de que a resistência a 

cetuximabe em câncer colorretal, pode estar relacionada com a sinalização BDNF 

/ TrkB / EGFR, sugerindo que BDNF / TrkB possa se tornar um potente agente 

antitumoral, assim como muitos alvos moleculares que emergiram de estudos 

laboratoriais, incluindo imatinibe, gefitinibe, trastuzumabe e cetuximabe, que 

ilustram a potencialidade terapêutica de fatores de crescimento e seus receptores. 

Em neuroblastoma, mecanismos de quimioresistência e aumento na 

expressão de BDNF e TrkB são marcadores de pior prognóstico. Nesta neoplasia, 
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BDNF protegeu as células do tratamento com Etoposide in vitro, assim como 

tumores que superexpressavam TrkB foram menos sensíveis ao tratamento com 

Etoposide in vivo (LI et al., 2011). Além disso, as vias de MAPK e PI3K estiveram 

envolvidas na proteção de BDNF contra a morte celular induzida por Paclitaxel, 

enquanto que PI3K predominantemente mediou a proteção de BDNF ao 

tratamento com Etoposide e Cisplatina em células de neuroblastoma, indicando 

que diferentes quimioterápicos induzem vias de sinalização distintas e utilizam 

diferentes fatores de crescimento para modular efeitos de quimioterapia (LI et al., 

2007). 

Em carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, houve um 

aumento da regulação de BDNF / TrkB, e a estimulação de BDNF exógeno levou 

a um aumento da expressão de proteínas envolvidas em mecanismos anti-

apoptóticos e de resistência a fármacos (LEE et al., 2012). 

Estas evidências sugerem que compostos de pequenas moléculas que 

atuem como antagonistas de TrkB, ou anticorpos monoclonais contra BDNF ou 

TrkB, poderiam ser desenvolvidas como promissores novos alvos para o 

tratamento de alguns tipos de câncer. Ensaios clínicos de fase I utilizando 

inibidores Trk já foram realizados, e ensaios de fase II estão atualmente em 

andamento (DESMET & PEEPER, 2006; THIELE et al., 2009). 

Embora muito se falasse de uma possível dificuldade de administração de 

inibidores de neurotrofinas em pacientes, devido às inúmeras funções que esta 

família de fatores de crescimento desempenha, principalmente na plasticidade e 

sobrevivência de neurônios, os ensaios clínicos de fase I demonstram que os 
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inibidores Trks foram bem tolerados, e não causaram mudanças neuronais e 

cognitivas nos indivíduos (HONDERMARCK, 2012). 

Uma gama de compostos anti neurotrofinas e seus receptores, como por 

exemplo, tanezumab, anti-NGF da Pfizer ou lestaurtinibe, anti-Trks da Cephalon 

tem sido desenvolvidos e testados, e parecem emergir como promissoras drogas 

analgésicas e terapêuticas (HONDERMARCK, 2012).  No entanto, é necessária 

uma melhor compreensão do papel do BDNF / TrkB em câncer, bem como seus 

efeitos farmacológicos (ROESLER et al., 2011).  

Além disso, HONDERMARCK (2012) sugere uma potencial aplicação 

clínica de neurotrofinas e seus receptores como biomarcadores diagnósticos e 

prognósticos em câncer de mama, onde há superexpressão de neurotrofinas no 

tecido tumoral, mas não no tecido sem alterações.  

Sendo assim, a avaliação de TrkB e também de GRPR, e uma possível 

correlação entre estes receptores, em pacientes com câncer colorretal esporádico 

e hereditário, tornou-se importante. Nossos resultados (capítulo 3) não 

demonstraram diferenças cruciais entre os grupos Amsterdam I, Bethesda e 

grupo esporádico. Além disso, a expressão de TrkB ou GRPR nos tecidos 

adjacente não neoplásico e tumoral não apresentaram relações com os aspectos 

clínico-patológicos. Isso pode ter ocorrido devido ao número amostral utilizado 

para a realização do estudo, onde apenas 67 amostras foram analisadas. 

Entretanto, observamos diferença siginificativa entre sobrevida global e expressão 

de TrkB no tecido adjacente não tumoral, onde os pacientes que não 

expressaram TrkB tiveram pior prognóstico.  
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Foi realizada neste estudo ainda, a análise da correlação entre a expressão 

de TrkB e GRPR, onde encontramos uma correlação positiva entre TrkB e GRPR 

no tecido adjacente não tumoral mas não no tecido tumoral. Tal dado pode indicar 

que um desequilíbrio no tecido tumoral entre a expressão de TrkB e GRPR possa 

ser fundamental para o início e desenvolvimento da neoplasia. Portanto, 

pretendemos investigar a expressão de TrkB e GRPR em uma população maior 

de pacientes com câncer colorretal. 

Fujikawa e colegas (2012) investigaram também, a associação da 

expressão de receptores Trks com aspectos clínicos de pacientes com câncer 

colorretal, avaliando a participação de moléculas de transição epitélio-

mesenquimal (E-caderina). Relataram que altos níveis de TrkB estiveram 

relacionados a piores prognósticos em contraste a pacientes com baixos níveis de 

TrkB (avaliação realizada em 102 amostras pelas técnicas de imunohistoquímica 

e PCR). E encontraram ainda, uma correlação inversa entre os níveis de E-

caderina e a expressão protéica e de mRNA de TrkB. 

Nossos resultados em câncer colorretal, até o presente momento, indicam 

que BDNF / TrkB estão associados à proliferação, viabilidade e sobrevivência 

tumoral, assim como em mecanismos de resistência ao tratamento de 

cetuximabe. Por isso, anticorpos contra BDNF / TrkB podem representar uma 

nova estratégia ao tratamento desta neoplasia. 
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8 CONCLUSÕES 

 

� BDNF e TrkB são expressos em amostras de câncer colorretal e em 

linhagens celulares; 

� Tecidos de câncer colorretal apresentaram níveis mais elevados de BDNF 

em relação aos tecidos adjacentes não-neoplásicos dos mesmos 

pacientes; 

� Expressão e secreção de BDNF aumentaram em resposta ao bloqueio de 

GRPR em linhagens celulares de câncer colorretal; 

� RC-3095 inibiu a proliferação celular de HT-29, e este efeito foi prevenido 

pelo cotratamento com BDNF; 

� RC-3095 aumentou a expressão de mRNA de BDNF, e este efeito foi 

prevenido por cetuximabe apenas em células EGFR-positivas; 

� O tratamento com K252a diminuiu a proliferação celular; 

� RC-3095 não afetou a secreção de BDNF de células EGFR-negativas (SW-

620); 

� RC-3095 pode inibir a sinalização celular de GRPR e levar a um aumento 

da expressão e secreção de BDNF por um mecanismo dependente de 

EGFR; 

� O tratamento com cetuximabe reduziu a expressão de mRNA de BDNF e 

TrkB na linhagem celular de HT-29; 
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� BDNF protegeu os efeitos antitumorais de cetuximabe em células HT-29; 

� Cetuximabe combinado a K252a inibiu sinergicamente a proliferação 

celular de HT-29; 

� Pacientes que não expressaram TrkB no tecido adjacente não tumoral 

tiveram pior prognóstico, em relação a análise de sobrevida global; 

� Houve correlação positiva entre TrkB e GRPR no tecido adjacente não 

tumoral, entretanto não observou-se esta correlação entre a expressão de 

TrkB e GRPR no tecido tumoral de pacientes com câncer colorretal; 

� E, RC-3095 aumentou os níveis de NGF em células HT-29. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

O presente trabalho impulsiona a continuidade de estudos do papel de 

neurotrofinas em câncer colorretal, buscando uma possível aplicação 

translacional destes achados no futuro.  

Como perspectivas desta linha de pesquisa, pretendemos avaliar a 

interação de BDNF/TrkB ao Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF da 

sigla em inglês de Vascular Endothelial Growth Factor), pois estudos recentes 

sugerem que a estimulação de angiogênese pode ser importante para a 

sinalização de neoplasias. Lam e colegas (2011) demonstraram que células 

endoteliais que superexpressavam BDNF tiveram maior capacidade de 

angiogênese tumoral. Além disso, em câncer de ovário, NGF aumentou a 

expressão de VEGF, sugerindo que o bloqueio de neurotrofinas possa ter valor 

clínico neste tipo de neoplasia (CAMPOS et al., 2007). 

Para o melhor entendimento da biologia de câncer colorretal, torna-se 

fundamental o estudo da interação de BDNF/TrkB a fármacos com mecanismos 

de ação distintos. Por exemplo, sabe-se que enquanto cetuximabe bloqueia a 

ligação de EGF ao seu receptor, impedindo a ativação da cascata de sinalização 

celular, oxaliplatina é um agente alquilante, que impede a síntese de DNA. Por 

isso, pretendemos avaliar o papel de neurotrofinas a oxaliplatina. 

Além disso, a função de células-tronco tumorais tem sido cada vez mais 

investigada. Geralmente, estas células exibem maior capacidade de proliferação, 

maior potencial de diferenciação e especialmente, maior habilidade de 

tumorigênese, além de possuírem quiescência relativa e maior resistência a 
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fármacos e radioterapia (WILLIAMS 2012). Algumas destas características foram 

demonstradas em nossos estudos através da sinalização de BDNF/TrkB, 

indicando um racional para avaliação de neurotrofinas em células tronco tumorais, 

tanto de linhagens celulares quanto em células isoladas a partir de biópsias de 

pacientes diagnosticados com câncer colorretal. Onde, ainda, o silenciamento de 

BDNF pode representar uma ferramenta terapêutica útil para estes tumores. 

Cabe ressaltar, que nossos resultados forneceram evidências para 

submissão de dois pedidos de patentes ao INPI e que ao longo do 

desenvolvimento deste trabalho a autora, juntamente com outras duas sócias, 

fundou a empresa Ziel Biosciences, atualmente situada na Incubadora 

Empresarial do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul, com o intuito de desenvolver produtos inovadores na área de oncologia. 
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 Conselho Federal de Biologia, CFB, Brasília, Brasil. 
 Título: Experiência Proffisional (mínimo de 5 anos) 
 
2001 - 2004  Graduação em Bacharelado Em Ciências Habilitação em Biologia.  
 Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Canoas, Brasil. 
 Título: A Utilização da Cultura Celular para o Desenvolvimento de Novas 

Drogas Anti-Câncer 
 Orientador: Adriana Brondani da Rocha 
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Atuação Profissional 
 
1. Ziel Biosciences Pesquisa, Desenvolvimento e Diagnóstico LTDA 

  
2010 - Atual   Vínculo: Sócio-fundador. Enquadramento funcional: Diretora de 

Pesquisa e Desenvolvimento. Regime: Parcial. 
 Criou e fundou a Ziel Biosciences, Pesquisa, Desenvolvimento e Diagnóstico LTDA 

em parceria com outras duas sócias, Ana Lúcia Abujamra e Daniela Baumann 
Cornélio. Empresa incubada no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul. 

 

2. Instituto do Câncer Infantil do RS (ICI-RS)  
Atividade: Laboratório de Pesquisas em Câncer - Hospital de Clínicas de Porto 
Alegre 
  
2008 - Atual   Vínculo: Pesquisador. Enquadramento funcional: Biólogo.  

Regime: Integral  
2005 - 2008    Vínculo: Pesquisador-bolsista. Enquadramento funcional: Biólogo. 

Regime: Integral.  
____________________________________________________________________ 
 
Atividades 
  
2011 - Atual Projetos de pesquisa, Laboratório de Pesquisas em Câncer  

� Estudo sulamericano para o tratamento de pacientes com tumores da 
família Ewing metastático e não-metastático. 

 
2010 - Atual Projetos de pesquisa, Laboratório de Pesquisas em Câncer 

� Identificação de novos alvos terapêuticos e desenvolvimento de terapias-
alvo para o tratamento de sarcoma de Ewing e outros tumores pediátricos 
neuroectodérmicos: um estudo molecular e celular. 

� Avaliação in vitro da atividade antiproliferativa de benzofenonas isoladas de 
Hypericum carinatum. 

�  Expressão dos receptores IGF-I e IGF-II nas neoplasias pediátricas. 
 
2009 - Atual Projetos de pesquisa, Laboratório de Pesquisas em Câncer 

� Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia Translacional em Medicina 
� Estudo dos efeitos do veneno da lagarta Lonomia obliqua sobre a 

proliferação e viabilidade de linhagens celulares. 
� Papel de receptores de neuropeptídeos e vias de sinalização envolvidas no 

crescimento de meduloblastomas. 
� Papel de iniibidores de desacetilase de histona e associações com outros 

fármacos na proliferação de linhagens de meduloblastoma. 
� Avaliação dos níveis séricos de BDNF em pacientes portadores e não 

portadores de neoplasias. 
 
2008 - 2010 Projetos de pesquisa, Laboratório de Pesquisas em Câncer 

� Avaliação do efeito sinérgico do antagonista sintético do receptor do 
peptídeo liberador de gastrina, RC - 3095, com cisplatina em tumores 
sólidos. 

� Avaliação da expressão de neurotrofinas e seus receptores em tecido 
tumoral carcinomatóide humano. 

� Mecanismos de sinalização celular envolvidos na resposta proliferativa 
induzida pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) em linhagens 
celulares de tumores pediátricos. 

� Mecanismos de sinalização celular envolvidos no crescimento tumoral 
induzido pela ativação de receptores GRP em tumores neuroectodérmicos. 

 
2007 - 2009 Projetos de pesquisa, Laboratório de Pesquisas em Câncer 

� Mecanismos de sinalização celular envolvidos na resposta proliferativa 
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induzida pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) em linhagens 
celulares de tumores pediátricos. 

� Análise da diferença de expressão gênica entre mucosa gástrica normal, 
metaplasia e câncer gástrico por cDNA microarray. 

� Mecanismos de sinalização celular envolvidos no crescimento tumoral 
induzido pela ativação de receptores GRP em gliomas. 

� Avaliação da atividade da telomerase em sangue de pacientes com o 
diagnóstico de tumores da família do Sarcoma de Ewing. 

� Avaliação da atividade da telomerase em sangue de pacientes com o 
diagnóstico de leucemia linfóide aguda.  

� Efeitos do bloqueio do receptor do peptídeo liberador de gastrina sobre a 
proliferação de células de tumores pediátricos neuroectodérmicos.  

� Mecanismos de transdução de sinal envolvidos nas respostas celulares à 
ativação de receptores de bombesina/GRP em gliomas. 

 
2007 - Atual Projetos de pesquisa, Centro de Pesquisas Básicas, Laboratório 

de Pesquisas Em Câncer 
� Avaliação do efeito de antagonistas NMDA sobre linhagens tumorais 

pediátricas humanas. 
� Estudo Genético Epidemiológico em Sarcoma de Ewing: Genes Candidatos 

a Polimorfismo. 
 
2005 - Atual Pesquisa e Desenvolvimento 

� Banco de Tumores Pediátricos , Estudo Genético e Epidemiológico em 
Sarcoma de Ewing: Genes Candidatos a Polimorfismo. 

 _____________________________________________________ 
 

3. Universidade Luterana do Brasil - ULBRA 
  
2004 - 2004    Vínculo: Bolsista I.C. Enquadramento funcional: Voluntário. 

Regime: Integral.  
2003 - 2003    Vínculo: Bolsista I.C. Enquadramento funcional: Remunerado. 

Fonte financiadora: ULBRA. Regime: Integral. 
2002 - 2002    Vínculo: Bolsista I.C. Enquadramento funcional: Remunerado. 

Fonte financiadora: ULBRA. Regime: Integral.  
2001 - 2001    Vínculo: Bolsista I.C. Enquadramento funcional: Voluntário. 

Regime: Integral. 
____________________________________________________________________ 
 
Atividades 
  
2004 - 2004 Projetos de pesquisa, Centro de Pesquisas Em Ciências Médicas 

� Investigação de processos neurotóxicos mediado pelo glutamato em 
linhagens derivadas de gliomas humanos 

 
2003 - 2003 Projetos de pesquisa, Centro Integrado do Câncer (CINCAN)  

� Investigação de Processos Neurotóxicos Mediados pelo Glutamato 
 
2002 - 2004 Projetos de pesquisa, Centro Integrado do Câncer (CINCAN) 

� Investigação dos mecanismos moleculares associados à radioresistência de 
gliomas humanos. 

 
2001 - 2004 Projetos de pesquisa, Centro Integrado do Câncer (CINCAN) 

� Investigação de Mecanismos Moleculares Associados à Progressão dos 
Gliomas Humanos 
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Revisor de Periódico 
 
1. Oncology (Basel) - 2011    

 
2. Plos One - 2010 

 
3. Molecular and Cellular Biochemistry  - 2010  
 

 
Prêmios  
 
2012      I Congresso Pan-Americano de Gâncer Gástrico, Fórum Mundial de Câncer  
      Gástrico, I SICAD – modalidade pôster. 
 
2010 Finalista do Prêmio Santander de Empreendedorismo. 
 
2008 Prêmio Rhomes Aur, Sociedade Brasileira de Oncologia Pediátrica (SOBOPE) 
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