Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de Pos-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

EXPRESSAO DO RECEPTOR DO PEPTIDEO
LIBERADOR DA GASTRINA EM CANCER

HEPATOCELULAR

Nicolas Silva Lazaretti

Orientador: Dr. Gilberto Schwartsmann

Dissertacao de Mestrado

Porto Alegre, 2010.



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Programa de PoOs-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas

EXPRESSAO DO RECEPTOR DO PEPTIDEO
LIBERADOR DA GASTRINA EM CANCER

HEPATOCELULAR

Nicolas Silva Lazaretti

Orientador: Dr. Gilberto Schwartsmann

Dissertacao de Mestrado

Porto Alegre, 2010.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. Gilberto Schwartsmann pelos ensinamentos, confianca e
amizade.

A Dra. Luise Meurer por todo o auxilio na técnica da imunohistoquimica e na
andlise dos resultados.

A todos os funcionarios do Servico de Patologia do HCPA pela dedicacédo e
paciéncia.

A minha equipe de pesquisa formada pelos académicos Bruno Rocha Macedo e
Patricia Izetti pelo tempo dispensado e esforcos

A banca examinadora pela disposicéo de avaliar esse trabalho.

Aos meus pais, Rejane e Jorge, pelo exemplo de dignidade, trabalho e amor,
pela confianca e estimulo durante toda a minha vida.

Aos meus irmaos, Arthur e Fernando, pela hospitalidade e torcida constante.

A minha namorada Gisele, pelo amor, companheirismo e por me ajudar a
concretizar este sonho.

Aos meus colegas oncologistas na cidade de Passo Fundo, Rodrigo Ughini
Villarroel, Luis Alberto Schlitller e Moema Nené Santos, pela dedicacdo dada aos

meus pacientes nos momentos em que nao pude estar presente para assisti-los.



LISTA DE ABREVIATURAS

AFP alfafetoproteina

ALT alanina aminotransferase

AST aspartato aminotransferase

BB3R receptor 6rfdo da bombesina subtipo 3
BB4R receptor de bombesina subtipo 4

BLP peptideo semelhante a bombesina

COX2 cicloxigenase 2

DNA acido desoxirribonucléico

EGF fator de crescimento epidérmico

EGFR receptor do fator de crescimento epidérmico
FAK quinase de adesao focal

GRP peptideo liberador da gastrina

GRPR receptor do peptideo liberador da gastrina
GTPase enzima que hidrolisa guanosina trifosfato
HBV virus da hepatite B

HCYV virus da hepatite C

HbsAg antigeno de superficie da hepatite B
HbeAg antigeno da hepatite B relacionado a replicacéo viral
HCC carcinoma hepatocelular

HH hemocromatose hereditaria

HPV papilomavirus humano

IGF fator de crescimento insulinico



MAPK proteina quinase mitbgeno-ativada
RNAm &cido ribonucléico mensageiro
Rt-PCR reacédo em cadeia da polimerase em tempo real

VGF fator de crescimento vascular



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Sequéncias de bombesina e GRP.

Figura 2: Estrutura molecular do GRPR

Figura 3: Modelo de sinalizagdo mediada por GRPR

Figura 4: Vias de sinalizacao ativadas pelo GRPR

Figura 5: Expressdo global do GRPR no HCC, no tecido adjacente normal e
cirrotico

Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier para OS de pacientes com alta e baixa
expressdo do GRPR no HCC.

Figura 7. Sobrevida livre de doenca em pacientes com expressao alta e baixa do
GRPR sem evidéncias de doenca apos a cirurgia.

Tabela 1: Incidéncia de HCC em varios paises e grupos étnicos

Tabela 2: Expressédo de GRPR em tecidos neoplasicos humanos

Tabela 3. Descricdo das amostras do estudo

Tabela 4. Correlacao de diferentes achados clinico-patolégicos com a expressao

do GRPR no HCC.



SUMARIO

RESUMOL......ceieiiiiiiieee e et e e ras s s s e s s e e s s s e rn e s e e nnnnnns 08
INTRODUGAO.......cciiiuiiieiiiieeeeen e e eten e eesaeeeeesnneeeeennn e eeennnnseennnn 12
REVISAO DA LITERATURA........coouiieiiiiceeeeneeeeene e e eene e e e eena e 14

EpIidemiologia. .. ...couiuii 14
Fatores de RiSCO.......c.oiiiii e 18
Pepiteo Liberador da Gastrina..............coooiiiiiiiiii 26
OBUETIVOS. ...t v r s s s s nn s s n e e nnnneas 36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cctutiiiieiieeeineeeeeeee e e e 37
Y 3 3 €L 61
CONSIDERAGOES GERAIS.......c.oiiiiiiee e s e s e e 80
Selegao da AmOStra. .....c.ooeiiii 80
ReSUIAAOS. ... 80
PERSPECTIVAS. ......uuiiiiiiiiitieeeesneee e e s e e e e e e s e e e e s snee e e e e e 86
ANEXOS.... . r e n e 87
Técnica de IMUNONIStOQUIMICA..........uuuuiiiiiiii e 87

Quantificacdo dos ReSUltados.........cccceeeeeieiiiieiii e 87



1 - RESUMO

O peptideo liberador da gastrina (GRP) est4 estabelecido como um fator de
crescimento celular no céancer. Os fatores de crescimento desempenham um papel
importante na proliferacdo das células neoplasicas e progressdao do cancer, estando
envolvidos na invasdo local, angiogénese, metastases a distancia e apoptose. A super-
expressao de receptores para fatores de crescimento em células malignas € geralmente
um marcador de agressividade e esta associada a um prognéstico reservado. Na busca
por novas estratégias no tratamento do cancer, muitos esforgos tém sido feitos para se
identificar quais sdo esses receptores e desenvolver terapias dirigidas contra eles,
explorando a especificidade molecular.

O GRPR ja foi identificado em diversas neoplasias humanas, mas até o presente
momento ndo ha nenhum dado na literatura quanto a sua expressdo no carcinoma
hepatocelular (HCC). Considerando que esta neoplasia € uma importante causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, objetivamos avaliar, nesse estudo, o perfil
de expressdo de GRPR em lesfes neoplasicas malignas do figado.

Através da técnica de imunoistoquimica, lesbes hepatocelulares malignas de 61
pacientes foram selecionadas do arquivo de patologia do HCPA, entre o periodo de
janeiro de 2004 a marco de 2009 e avaliados quanto a expressao de GRPR. O receptor
foi detectado em 77% das amostras tumorais, na maioria das vezes exibindo padrdo de
coloracéo difuso; moderado ou forte (57.4%). Os GRPRs foram, também, intensamente
expressos em lesdes hepatocelulares cirrGticas adjacentes as malignas (48.4%),
entretanto, no tecido hepatico normal (ndo-neoplasico e ndo-cirrotico) os GRPRs foram

fracos e moderadamente expressos (36 a 59% respectivamente).



A expressao do GRPR mostrou-se significativamente associada com o estagio
do tumor (p= 0.047), mas ndo houve relacdo com os parametros clinico-patolégicos
(idade, género, presenca de infecgdo viral, de cirrose, tamanho do tumor e nivel de
AFP). Entretanto, a estratificacdo dos pacientes, baseada na expressdo do GRPR,
revelou que os pacientes, que tiveram uma alta expressdao do GRPR, tenderam a
apresentar a sobrevida global e a sobrevida livre de doenca menor (p= 0.174).

Esse estudo demonstrou, pela primeira vez, a expressédo aberrante de GRPRs

no HCC em seres humanos.



ABSTRACT

Gastrin-releasing peptide (GRP) is already established as a growth factor in
cancer. Growth factors are involved in cell proliferation and cancer progression,
enhancing local invasion, angiogenesis, distant metastasis and apoptosis. Furthermore,
the overexpression of growth factor receptors on the cell surface of malignant cells might
be associated with a more aggressive behavior and a poor prognosis. Searching for new
strategies for cancer treatment, much effort has been done to identify these receptors
and to develop targeted therapies exploring their molecular specificity.

The GRPR has been identified in many human malignancies, but to date, no
information regarding its expression in hepatocellular cancer (HCC) was found in the
literature. Considering that HCC is a very important cause of morbidity and mortality
worldwide, we aimed to evaluate the GRPR expression profile in neoplasic
hepatocelular lesions.

Sections of paraffin-embedded hepatocelluar carcinomas and cirrhotic
surrounding tissues from 61 patients with primary HCC were studied, as well as 22
samples from non-cirrhotic and non-neoplastic hepatic tissue. GRPR immune-
expression was demonstrated in the parenchymal tumor cells in 77% of tumor tissue
samples (47/61) and was moderately to strongly expressed in 57.4% of these cases. In
the surrounding cirrhotic liver, GRP immunostaining was also observed, showing a high
expression in 15/31 of cases (48.4%). In the normal hepatic tissue, GRPR was also
expressed, mostly with a weak to moderate expression (36.4 and 59.1, respectively).
GRPR expression was significantly associated with tumor stage (P=0.047), but no

correlation was observed with other clinicopathologic parameters (age, gender, virus,
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liver cirrhosis, tumor size, and AFP level). Moreover, stratification of patients based on
tumor GRPR expression revealed that the patients who had a high expression of GRPR
tended to have a shorter overall survival (OS) time and a significantly shorter disease-

free survival (DFS) time.
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2 - INTRODUCAO

Em nosso laboratério, nés temos analisado vérias biopsias obtidas de pacientes
com carcinoma cervical e a alta expressdo do receptor do GRP foi evidenciada [1].
Também, usando modelos de gliomas em ratos vivos, nos demonstramos uma grande
diminuig&do do volume tumoral com o uso de temozolamida e o RC-3095 [2].

Considerando o seu mecanismo de acao inovador, tdo bem como a auséncia de
toxicidade que possa limitar o uso de altas doses do RC-3095 em estudos animais, nos
decidimos realizar um estudo fase | com esse agente em pacientes com neoplasias
malignas avancadas e refratarias aos quimioterapicos convencionais. Um meétodo
analitico para a medida do nivel plasméatico do RC-3095 também tem sido desenvolvido
pelo nosso grupo [3]. Interessantemente, os nossos dados confirmam a seguranca e o
efeito anti-tumoral do RC-3095 em uma série de 25 pacientes [4].

O presente estudo € parte do nosso esforco em identificar alguns tipos de
tumores que possam ser alocados para a realizacdo de uma intervencao terapéutica
experimental em um estudo fase Il. Para essa proposta, nosso empenho consiste em
avaliar um grande numero de tecidos encontrados em blocos de parafina que sao
obtidos de pacientes com diferentes tipos de cancer em nossa instituicao.

O HCC é o quinto tipo de neoplasia maligna mais comum no mundo e a forma
mais comum de cancer no figado. O HCC & um tipo de tumor altamente resistente aos
tratamentos quimioterapicos disponiveis, mesmo que sejam administrados em
combinacdes [5] e a média de sobrevida, apos o diagndstico, varia de 6 a 20 meses

[6,7,8].
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A literatura disponivel para a expressdo dos receptores do GRP no HCC é
escassa. Alguns estudos experimentais indicam que a bombesina esta presente em
tumores hepatocelulares em ratos [9]. No presente estudo, nos descrevemos a
expressdo do receptor BN/GRP em uma série de blocos de parafina obtidos de
pacientes com HCC, tratados em nossa instituicdo. Também, nos investigamos se a

expressdo do GRPR pode ser um bom marcador progndstico para essa doenca.
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3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia

O HCC resulta em aproximadamente 250.000 a 1 milh&o de mortes em todo o
mundo a cada ano [10,11,12,13]. O HCC tem uma distribuicdo por sexo, idade e
posicdo geogréfica Unica que, provavelmente, é determinado por fatores etioldgicos
especificos.

O cancer de figado € a quinta causa de morte por cancer no mundo, a sua
prevaléncia €& consideravelmente maior nos homens. O numero de mortes por ano
causadas pelo HCC é praticamente idéntico ao da incidéncia em todo o mundo,
destacando a sua alta taxa de letalidade [14].

A incidéncia do HCC varia muito segundo a localizacdo geografica (tabela 1). A
sua distribuicdo pelo mundo também difere entre os grupos étnicos e as regides de um
mesmo pais [10]. Essas diferencas extremas sdo provavelmente devido as variacdes
regionais na exposi¢ao ao virus da hepatite e a agentes ambientais. Como exemplo, a
sua frequéncia é relativamente alta em regibes com uma alta incidéncia de portadores

do virus da hepatite C e pequena nas regides onde a incidéncia dessa virose € baixa.

Tabela 1 — Incidéncia de HCC em varios paises e grupos étnicos (por 100.000 por ano)

Pais Homens Mulheres
Mogambique 112.9 30.8
Zimbawe 64.6 25.4
Gambia 33.1 12.6
Senegal 25.6 9.0
Africa do Sul

Negros 26.3 8.4
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Pardos 1.5 0.7

Caucasianos 1.2 0.6
Algeria 1.6 1.4
Nigeria 15.4 3.2
Argentina 9.9 5.8
Brasil H3.5 m3.7 ”
Peru 4.0 2.9
Jamaica 6.1 2.1
Estados Unidos

Chineses 19.1 3.6

Negros 3.9 1.8

Japoneses 3.0 0.4

Caucasianos 2.9 1.1
Canada

Eskimos 6.9 3.7

Alberta 1.3 0.5
Suica 10.2 1.5
Italia 8.6 3.3
Espanha 7.2 5.5
Franca 3.7 1.0
Alemanha 4.5 1.7
Dinamarca 3.6 2.3
Yugoslavia 2.9 1.2
Czechoslovakia 5.1 2.8
Reino Unido 1.6 0.8
Irlanda 0.1 0.3
China 34.4 11.6
Singapura

Chineses 31.6 7.2

Malaio 15.6 5.3

Indianos 14.1 2.8
Korea 13.8 3.2
Japao

Miyagi 11.2 4.0
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Nagasaki 25.8 7.9

India 4.9 2.5
Philippinas 19.9 6.2
Hong Kong 32.3 7.4
Pakistao 0.7 0.8

New Zealand

Maori 11.2 4.2

Non-Maori 2.4 1.1
Polinesia

Islandia 26.6 2.3
Australia 2.0 0.7
Havai 7.8 2.4

* Regides de alta incidéncia (mais de 15 casos por 100.000 habitantes por ano)
incluem a Africa subsaariana, a Republica Popular da China, Hong Kong e de Taiwan
[10]. A incidéncia é 24.2/100.000 em partes da Africa e os 35.5/100.000 na Asia
Oriental [15]. Mais de 40% dos casos ocorrem na Republica Popular da China, que tem
uma incidéncia anual de 137.000 casos [16]. O Japéo tem uma das maiores taxas de
incidéncia do HCC associado com a infeccado cronica pelo HCV, entretanto essa
incidéncia parece estar diminuindo nos ultimos anos [17].

« Areas de incidéncia intermediaria incluem varios paises da Europa oriental e
ocidental, Tailandia, Indonésia, Jamaica, Haiti, Nova Zelandia e do Alasca (esquimaos)
[10].

« América do Norte, do Sul, a maior parte da Europa, Austrdlia e partes do
Oriente Médio séo areas de baixa incidéncia, com menos de trés casos relatados por
100.000 habitantes por ano. No entanto, a incidéncia nos Estados Unidos aumentou

durante as duas ultimas décadas, possivelmente devido a um grande grupo de pessoas
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com hepatite C crbnica [18,19]. A taxa comecou a acelerar em meados de 1980,
provavelmente devido ao aumento da prevaléncia de HCV e da doenca hepatica
ndo-alcodlica, embora HBV também possa contribuir [20].

Excluindo colangiocarcinoma intra-hepatico, existem cerca de 8.500 novos casos
de HCC a cada ano nos Estados Unidos [20]. Em um estudo publicado em 2009 (mas
com base em dados de 1999), os custos médicos com essa doenc¢a foram orcados em
cerca de 455 milhdes dolares nos Estados Unidos [21].

A incidéncia do HCC nos Estados Unidos deve continuar a subir como
consequéncia dos altos indices de infeccao por hepatite C entre 1960 e 1990 e do
tempo de laténcia média de 20 a 30 anos entre a aquisicdo do virus e ao
desenvolvimento de cirrose e carcinoma. Surpreendentemente, a variacdo percentual
média de incidéncia (que tinha sido de 4,6 por cento por ano entre 1984 e 1999) foi de
2,4 por cento negativos por ano entre 1999 e 2002, segundo dados do SEER [19,22].
N&o estd claro se essa observacdo € um achado ocasional ou se reflete a uma

verdadeira diminuicdo na sua incidéncia.

3.1.1 Distribuicdo por sexo e idade

Os homens estdo mais propensos a desenvolver HCC. A disparidade é mais
acentuada nas regides de alta incidéncia, onde os homens sdo afetados 2,1-5,7 vezes
mais frequentemente do que mulheres (média de 3.7:1). A proporcdo cai para uma
média de 2,4:1 em areas de incidéncia intermédia, e € menor nas regides de baixa
incidéncia. Apesar de ndo ser totalmente compreendida, a distribuicdo dessas
diferencas, pelo sexo, € provavelmente devida as variagdes nas taxas de portadores de

hepatite, a exposicdo a toxinas ambientais e ao efeito tréfico dos androégenos [13].
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A maioria dos casos de HCC ocorre em pacientes com doenca hepética cronica
ou cirrose. Assim, os pacientes idosos, com doenca hepética de longa data, sdo mais
propensos a desenvolver esse tipo de cancer. Diversos grandes estudos prospectivos,
realizados na Asia e Europa Ocidental, ttm observado uma média de idade no
diagndstico, dessa doenca, entre 50 e 60 anos [23,24,25]. Na Africa subsaariana, no
entanto, a média de idade de apresentacao esta diminuindo, com uma média de idade

de 33 anos no diagndstico [26].

3.1.2 Variagdes raciais e étnicas

Um estudo de base populacional nos Estados Unidos identificou variacdes
raciais e étnicas na incidéncia do HCC [27]. A incidéncia foi maior entre os asiaticos que
foi quase o dobro dos hispanicos brancos (11 versus 6,8 por 100.000 habitantes / ano)
e quatro vezes maior do que nos caucasianos (2,6 por 100.000 habitantes / ano). As
razbes para essas diferencas estdo, provavelmente, relacionadas com a causa

subjacente da doenca hepatica, fatores genéticos e ambientais.

3.2 Fatores de Risco

Uma variedade de fatores de risco, importantes para o desenvolvimento do
HCC, foram identificados. Estes incluem o estado de portador da hepatite B cronica,
hepatite C, hemocromatose hereditaria e cirrose provocada por qualquer causa. No
entanto, o HCC pode, também, ocorrer em pacientes sem fatores de risco conhecidos

[28].
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3.2.1 Hepatite B

A associacao entre o estado de portador de hepatite B e o HCC tem sido
demonstrada em varios estudos de base populacional e em outros relatos
[23,25,29,30,31]. Em um estudo, por exemplo, 22.707 funciondrios publicos do sexo
masculino, em Taiwan, 15 por cento dos quais eram portadores do VHB, foram
seguidos entre 1975 e 1978 [23]. O risco relativo do HCC, nesses portadores do virus
da hepatite B, foi 223 vezes maior do que os nao portadores desse virus. Em outra
série, o risco relativo foi de 6,9 entre 917 pacientes japoneses com cirrose ou hepatite
cronica [25]. Uma relacdo semelhante foi demonstrada em um estudo prospectivo de
portadores do VHB na América do Norte, 71 por cento dos quais eram da Asia [30].

O risco de em portadores assintomaticos do VHB pode ser menor em paises
asiaticos. Em uma série com 317 pacientes portadores do HBV no Canada, a maioria
dos quais eram franco-canadenses, ndo houveram casos de HCC em 16 anos de
acompanhamento [31]. Resultados semelhantes foram observados em um estudo
realizado na Austria: apenas um caso de carcinoma hepatocelular ocorreu em 242
portadores assintomaticos de HBsAg em um seguimento de 3,5 anos [32]. Apenas 5
por cento destes individuos tinham hepatite crénica ou cirrose. A presenca do VHB
pode, também, estar envolvida na patogénese do HCC em pacientes HBsAg-negativos.
Em um estudo foram utilizadas técnicas moleculares para avaliar 91 pacientes
americanos com HCC que eram HBsAg negativos e que nao tiveram nenhum outro
fator de risco [33]. Marcadores para o VHB e / ou infec¢éo pelo HCV estavam presentes
em 65 pacientes com a seguinte distribuicdo: 13 por cento estavam infectados com o
VHB sozinho, 43 por cento com a hepatite C, apenas, e 15 por cento com ambos HBV e

HCV.
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O risco de HCC é muito maior em pacientes HBeAg positivos, em comparagao
com aqueles que sdo HBsAg positivo, mas HBeAg negativo [34,35,36,37,38]. Um dos
maiores estudos prospectivos para resolver este problema incluiu 11.893 homens de
Taiwan, que foram testados para HBsAg e HBeAg e, posteriormente, seguidos por
cerca de 10 anos durante os quais 111 casos de HCC foram detectados [39]. Em
comparagao com os homens que foram negativos para HBsAg e HBeAg, o risco relativo
do foi de 9,6 (95% CI 6,0-15,2), para aqueles que foram positivos para HBsAg sozinho,
e de 60,2 (95% CI 35.5-102.1) em comparacao para aqueles que foram positivo para
ambos os HBsAg e HBeAg.

O risco de HCC também parece estar relacionado com os niveis séricos de HBV
DNA. Um dos maiores estudos para demonstrar essa relacdo incluiu 3.653 pacientes
HBsAg positivo que foram acompanhados por uma média de 11,4 anos durante os
quais houve 164 casos de HCC e 346 mortes [40]. A incidéncia foi diretamente
relacionada ao nivel de HBV DNA no soro; as taxas de incidéncia cumulativa foram de
1,3 e 14,9 por cento para os niveis de DNA-VHB de menos de 300 coépias/mL e 1
milhdo de copias/mL, respectivamente. Varios fatores de risco adicionais, para o
desenvolvimento de HCC, em pacientes infectados com HBV, tém sido descritos. Um
modelo preditivo identificou a idade avancada (em particular, com idade de 60 a 65
anos) e os niveis de HBV DNA de = 10 (5) copias/mL como os mais fortes fatores
preditores independentes [41]. O mesmo estudo identificou a presenca de cirrose
hepatica estabelecida como um curto (< 5 anos) preditor de HCC, enquanto que niveis
elevados de ALT sérica, soro positividade para o HBeAg, o consumo de alcool habitual,
e niveis elevados de HBV DNA conferem um risco aumentado ao longo do tempo [42] .

Outros descobriram que a mutagcdo precoce no HBV foi associada com o
20



desenvolvimento do HCC [43,44]. Co-infeccdo com a hepatite C também parece
aumentar o risco.

Varios estudos tém avaliado o impacto do tratamento da hepatite B cronica sobre
o risco de HCC. Uma meta-analise constatou que o tratamento com interferon ou
analogos de nucleosideos estavam associados a uma reducdo significativa no risco de

adquirir essa neoplasia [45].

3.2.2 Toxinas ambientais

Pelo menos duas toxinas ambientais, a aflatoxina e a agua potavel contaminada
podem contribuir para a patogénese do HCC. No entanto, sua contribuicdo para a carga
da doenca em todo o mundo (em comparagdo com outros fatores de risco tais como a
infeccdo pelo HBV) € minima. Além disso, eles provavelmente ndo sao importantes
fatores etiologicos independentes, mas podem contribuir para o desenvolvimento do
HCC em individuos com outros fatores de risco.

A aflatoxina € uma micotoxina que normalmente contamina o milho, soja e o
amendoim. Altas taxas de ingestdo de aflatoxinas na dieta tém sido associadas ao
HCC. Como exemplo, em Taiwan ha uma incidéncia muito elevada de HCC, que néo é
totalmente explicada pelo estado de portador do VHB [46,47,48].

Mutacdes do gene supressor de tumor p53 tém sido demonstradas em pacientes
com HCC que cronicamente sdo expostos a aflatoxina [49,50]. Achados semelhantes
também foram demonstrados em modelos animais de hepatocarcinogénese, em que as
mutacdes do gene p53 foram observadas em animais de laboratorio expostos ao HBV e
aflatoxinas [51]. O efeito de potencializacdo destes fatores de risco também foi

demonstrado em ratos que expressavam o antigeno de superficie da hepatite B [52].
21



Varios estudos realizados em éreas rurais da China tém notado uma maior taxa
de mortalidade pelo HCC entre as pessoas que bebem 4gua da lagoa, em comparacéao
com aqueles que bebem &gua de poco (100 contra menos de 20 mortes por 100.000
habitantes por ano) [53]. Algumas algas geralmente contaminam as lagoas e isso esta

sendo relacionado a uma forte associagdo com o surgimento desse carcinoma [54].

3.2.3 Hepatite C

Uma forte associacdo entre a infeccdo crénica de HCV e HCC foi observada
guase imediatamente apO0s a deteccdo de anticorpos contra a hepatite C, mas os
mecanismos envolvidos na carcinogénese permanecem obscuros [55,56]. Até um terco
dos casos de HCC estédo sendo relacionados a infeccéo cronica pelo HCV nos Estados
Unidos [19]. Uma observacao importante é que os casos de HCC, em pessoas com
hepatite C, ocorrem, quase exclusivamente, em pacientes com estagios avancados de
fibrose hepatica ou cirrose [57]. Em contrapartida, HCC pode ocorrer, sem cirrose ou
fibrose significativa, em pacientes com hepatite cronica B.

Acredita-se, geralmente, que o HCC surge da replicacdo celular rapida e o
estado inflamatdrio crénico induzido pelo virus da hepatite C. Uma teoria é que ha um
desequilibrio no microambiente e a superproducédo de citocinas no figado de pacientes
infectados com o virus da hepatite C, levando a inflamacédo e aumento da renovacéo
celular, que finalmente ocasiona a cirrose. Pouco provavelmente, hepatdcitos
diferenciados proliferam e se desenvolvem em nodulos displasicos e,
consequentemente, o HCC [58]. Um apoio a essa hipoOtese € a observacdo de que o
HCV e o HCC correlacionam-se bem com o grau de inflamacdo e necrose, que

parecem ser causados pela inflamacdo, em vez da ativacdo de oncogenes especificos
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[59,60]. Em contraste, a hepatite B relacionada com HCC, ndo se correlaciona bem com
a inflamacéo, e parece haver oncogenes especificos que sao induzidos pelo virus que,
portanto, resultam em um aumento do risco dessa neoplasia.

O grau de inflamacdo no figado de pacientes com hepatite C também se
correlaciona com o progndstico, uma vez HCC é diagnosticado. Varios estresses
oxidativos e marcadores de inflamacao foram examinados no tecido ndo canceroso do
figado em pacientes que tiveram ambos HCV e carcinoma hepatocelular. Os pacientes
com niveis mais elevados desses marcadores tinham um pior prognostico [61]. A
resposta imune do hospedeiro também pode ser um importante fator associado com um

risco de progressao para cirrose e cancer [62].

3.2.4 Hepatite cronica e cirrose hepatica

Pacientes com doenca hepatica crénica (hepatite crénica ou cirrose) de qualquer
causa tém um risco aumentado de desenvolvimento de adquirir o HCC [63,64]. Isto tem
implicacbes importantes principalmente para a resseccdo cirdrgica e, também, para
outras formas de tratamento do HCC.

Cirréticos compensados tém uma incidéncia de 3-4 por cento anual de HCC, e
aqueles com hepatite crébnica tém um risco anual aproximado de 1 por cento. Os
doentes com hepatite crénica e niveis séricos elevados alfa-fetoproteina tém um maior
risco de adquirir esse cancer do que aqueles com valores normais (<20 mcg / L) [64].

Pacientes com hepatite crénica ou cirrose que tém hepatite B, hepatite C, ou
hemocromatose hereditaria (HH) tém o maior risco de desenvolvimento de HCC. Entre

0s pacientes com HH, HCC é praticamente limitado a pacientes com cirrose [65,66,67].
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O risco foi aumentado significativamente em doentes com mais de 55 anos e aqueles
com HBsAg positivos e abuso de alcool.

Uma relacdo semelhante a cirrose tem sido relatada em pacientes com cirrose
biliar primaria. Um estudo de coorte avaliou de 667 pacientes com cirrose biliar priméaria,
durante um periodo de 20 anos [68]. O HCC néo foi visto em qualquer um dos 394
pacientes que tiveram a doenca estadio | ou Il em sua Ultima bidpsia hepéatica. Em
contraste, HCC foi desenvolvido em 16 dos 273 pacientes (5,9 por cento) com estadio
[l ou IV da doenca, entre estes pacientes. Essa doenca foi muito mais comum nos

homens do que nas mulheres (20 contra 4 por cento).

3.2.5 Tabaco e alcool

O consumo de cigarros tem demonstrado ser um fator de risco para HCC em
alguns [69,70], mas ndo em todos os estudos [71,72,73]. O consumo de alcool tem sido
associado em muitos estudos [71-76], embora o limite da dose e duracdo do uso nao
seja claro. A relacéo entre o etanol e o HCC pode ser devida ha um efeito toéxico direto
ou um indireto, uma vez que o alcool representa um importante fator de risco para a
cirrose [25]. O risco de HCCr induzida pelo alcool pode ser modificado pela presenca de
hepatite viral [74,77,78]. Como exemplo, em um estudo caso-controle italiano, que
incluiu 464 pacientes com HCC e 824 controles, houve um aumento linear no risco
relativo para o surgimento de HCC com a ingestdo de alcool superior a 60 gramas por

dia [74].
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3.2.6 Doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica e diabetes mellitus

Estudos epidemiolégicos sugerem uma possivel ligacdo entre diabetes mellitus e
HCC [79,80,81]. Uma revisao sistematica que incluiu um total de 26 estudos estimou
gue o risco foi aumentado em cerca de 2,5 vezes (razéo de risco 2,5, IC 95% 1,8-3,5),
embora poucos estudos foram ajustados para a dieta e obesidade [82]. Além disso, ha
evidéncias crescentes de que a doenca hepatica gordurosa ndo-alcoodlica representa
uma doenca hepatica subjacente cada vez mais frequiente em pacientes com HCC [22].
E provavel que a doenca hepética gordurosa nédo-alcodlica cause HCC via cirrose,

embora a patogénese exata ainda, dessa doenca, nao foi determinada.

3.2.7 Polimorfismos de fator de crescimento epidérmico

Certos polimorfismos do gene do fator de crescimento epidérmico tém sido
associados com um risco aumentado de HCC em pacientes com cirrose [83]. A
superexpressao do fator de crescimento epidérmico no figado tem sido associada com

HCC em modelos animais, fornecendo uma justificativa para a associacdo observada.
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3.3 Peptideo Liberador da Gastrina (GRP)
3.3.1 Descoberta do GRP

O tetradecapeptideo bombesina foi primeiramente isolado e caracterizado a
partir da pele do anfibio Bombina bombina [84]. Posteriormente, peptideos semelhantes
a bombesina (BLPs) foram identificados em mamiferos, sendo 0s maiores niveis
observados em células pulmonares neuroenddcrinas [85]. O principal BLP foi chamado
de peptideo liberador da gastrina devido a sua primeira atividade conhecida de inducao
da secrecédo de gastrina a partir das células G do antro gastrico. O GRP possui 27
aminoacidos e compartilha com a bombesina uma sequéncia altamente conservada de
7 aminoéacidos C-terminal, o que é essencial para a imunogenicidade e para uma
ligacéo de alta afinidade ao receptor preferencial do GRP [86] (Figura 1). Assim, GRP e

bombesina apresentam essencialmente efeitos fisiologicos idénticos.

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

Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-

Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2

Figura 1. Sequéncias de bombesina e GRP. As por¢des C-terminais de bombesina e GRP, em negrito,

sao idénticas.
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3.3.2 Receptor preferencial do GRP, GRPR

Os receptores de GRP pertencem ao grupo de receptores acoplados a proteina
G, considerada a maior familia de moléculas de superficie celular envolvida na
transmissdo de sinais e que contribui com mais de 2% dos genes codificados pelo
genoma humano [87,88]. Uma caracteristica central deste grupo é a estrutura comum
de sete dominios alfa-hélices transmembrana, sendo que a ligacdo a proteina G se da
através do dominio intracelular (Figura 2). De uma maneira geral, a natureza da cascata

de sinalizacdo gerada depende da especificidade de ligacdo de cada receptor a

proteina G.
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Figura 2: Estrutura molecular do GRPR [95].

Até o presente momento ja foram descritos quatro subtipos de receptores para a
familia dos BLPs; o receptor preferencial do GRP, GRPR [89,90], receptor de
neuromedina B, NMBR [91], receptor 6rfao da bombesina subtipo 3, BB3R [92] e
receptor de bombesina subtipo 4, BB4R [93], este ultimo limitado aos anfibios. Estes

receptores podem ser distinguidos com base na sua afinidade pelos agonistas e
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antagonistas. O GRPR possui alta afinidade por bombesina e GRP, enquanto que
praticamente ndo se liga a neuromedina B, outro conhecido membro dos BLPs [94].
Quando um agonista se liga ao GRPR, ocorre ativacdo da fosfolipase C e
aumento das concentracdes de inositol trifosfato, diacilglicerol e calcio [95]. A liberacdo
de calcio se da, inicialmente, por uma liberacdo dos estoques intracelulares e é
posteriormente sustentada pelo influxo deste céation através da membrana celular

(Figura 3).

Figura 3: modelo de sinalizagdo mediada por GRPR [102].

Entre as vias de sinalizacdo celular ativadas pelos GRPRs ja foram
caracterizadas a da proteina quinase mitdgeno-ativada (MAPK), proteina quinase C
(PKC) e quinase de adesado focal (FAK) [96]. Além de promover crescimento e
proliferacdo, estes receptores também estdo envolvidos na migracdo celular e
angiogénese. Eles estimulam a pequena GTPase Rho, que tem um papel central na

migracao celular através do estimulo da ROCK [97] e ativam a fosfolipase A2 (PLA2) e
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cicloxigenase 2 (COX2), aumentando a producdo de prostaglandina E2 (PGE2) [98]

(Figura 4).

PGE2 production

|

Anglogenesis

Figura 4: Vias de sinalizag&o ativadas pelo GRPR [94].

3.3.3 Funcdes do GRP

O GRP desempenha diversos papéis fisiolégicos, além do estimulo a secrecéo
acida gastrica. Sao responsaveis por promover a liberagdo de varios hormoénios no trato
gastrointestinal, incluindo gastrina, somatostatina e colecistoquinina, e de estimular a
secrecdo de enzimas pancreaticas. Além disso, participam da contragdo da musculatura

lisa em diversos tecidos e atuam como neurotransmissores no sistema nervoso central

[99].
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Entre os efeitos neurolégicos dos GRP ja foram descritas alteracbes
comportamentais, anorexia e melhora da consolidacdo da memdria em modelos
animais [100]. Estes peptideos podem estar envolvidos na patogénese de diversas
desordens do sistema nervoso central, como a doenca de Parkinson, a esquizofrenia e
a doenca de Alzheimer [101].

O GRP modula, estimulando ou inibindo, a funcdo de linfécitos [102], fag6citos
[103] e mastdcitos, estando implicado na patologia de doencas pulmonares [104] e
artrite reumatoide [105]. O uso de um antagonista seletivo de GRPR em um modelo de
sepsis provou aumentar a sobrevida de roedores, demonstrando um efeito protetor aos
danos teciduais e atenuando a liberagéo de citoquinas inflamatoérias [106]

Os GRPs parecem estar bem relacionados a processos inflamatorios e

imunologicos [107,108,109].

3.3.4 GRP, GRPR e cancer

O GRP e a bombesina possuem efeitos mitogénicos ja bem estabelecidos. Estes
peptideos estimulam o crescimento de tecidos normais, como pancreas [110], mucosa
gastrointestinal [111] e epitélio brénquico [112]. O primeiro estudo em neoplasias
mostrou que o emprego de um anticorpo monoclonal dirigido ao GRP, impedindo a
ligacdo ao seu receptor, inibiu o crescimento de cancer de pulmao de pequenas células
in vitro e in vivo [113].

Desde entdo, muitos grupos de pesquisa passaram a investigar o papel do GRP
no desenvolvimento e progressdao do cancer. Através de estudos com linhagens
celulares e modelos animais, o tratamento com bombesina/GRP promoveu proliferagéo

em diversas neoplasias, incluindo prostata [114], c6lon [115], estdmago [116] e mama
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[117]. A deteccdo simultanea de GRP e seu receptor nos tecidos, bem como os efeitos
antiproliferativos dos anticorpos anti-GRP, levaram ao reconhecimento deste peptideo
como um fator de crescimento autocrino no cancer. Mais recentemente, demonstrou-se
que o GRP também é capaz de estimular os receptores de forma paracrina [118].

A ampla expressédo de receptores de fatores de crescimento na superficie das
células malignas reconhecidamente confere maior agressividade biolégica aos tumores.
Além de promover proliferacao celular, os fatores de crescimento estdo envolvidos em
processos de invaséo local, metastatizacao, angiogénese e apoptose [119].

Estes parametros também vém sendo investigados nos estudos com GRPRs.
Analisando neoplasias de colon, alguns autores relacionaram invaséo linfatica e perda
de diferenciacao celular a maior expressao de GRPRs [120].

Similarmente, outros pesquisadores foram capazes de associar niveis superiores
de GRPRs a tumores de ovario mais indiferenciados [121], bem como a
neuroblastomas mais agressivos [122]. Em tumores de mama metastaticos para
linfonodos axilares houve 100% de expressdo de GRPR nas metastases de tumores
primariamente positivos para este receptor [123]. Em um estudo com carcinomas renais
implantados em ratos, receptores GRP foram encontrados na micro-circulacdo tumoral,
enquanto que a neo-angiogénese foi significativamente inibida com o emprego de um

antagonsta GRPR [124].

3.3.5 Anélogos e Antagonistas de GRPR
A estratégia de tratamentos dirigidos a receptores de fatores de crescimento
progrediu significativamente na ultima década. Os resultados obtidos na pratica clinica

com terapias-alvo, a exemplo das terapias anti-EGFR [125], vém encorajando
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pesquisadores a desenvolver compostos capazes de interagir com estes receptores,
através de biomarcadores para deteccao e estadiamento de neoplasias, ou de analogos
e antagonistas para tratamento das mesmas. Muitos estudos tém explorado o GRPR
como alvo diagnoéstico e terapéutico. Na area de diagndstico por imagem ja foram
desenvolvidos diversos conjugados com analogos de GRP. Um radionuclideo bastante
utilizado é o tecnécio, que em combinacdo com analogos de bombesina demonstrou
alta afinidade por GRPRs [126], com elevada absor¢cdo por tumores gastro-entero-
pancreaticos, mamarios, pulmonares e prostaticos [127].

Em estudo fase I, realizado em pacientes com cancer de prostata, o uso de um
conjugado de bombesina com tecnécio n&o provocou efeitos colaterais relevantes e os
tumores foram bem visualizados ja nos primeiros minutos de imagens tomograficas e
planas. Com base nestes resultados, foi proposto que este radiofarmaco poderia ser
utilizado como marcador em cirurgias guiadas por radioisotopos [128]. Além do
tecnécio, muitos outros radionuclideos estdo sendo combinados com analogos de GRP,
como o galio, indio, lutécio e rénio [129].

Outro composto que foi avaliado em estudo fase | € o conjugado de bombesina e
177 Lu-Amba, como método diagnostico e radioterapia sistémica, apos excelente
desempenho em estudos pré-clinicos [130].

Com finalidades terapéuticas, analogos de bombesina tém sido combinados a
diversos agentes citotéxicos, atuando como veiculos carreadores de drogas. Ainda em
fase experimental, muitos compostos tém se mostrado eficientes na inibicdo do
crescimento de diversos tumores in vitro e in vivo [131].

Outra classe de drogas utilizadas em terapias-alvo sdo 0s antagonistas.

Idealmente, estes compostos devem possuir elevada afinidade pelos receptores para
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bloquear a cascata de sinalizacéo celular que seria desencadeada pelo acoplamento do
ligante. Na udltima década, foram desenvolvidos diversos antagonistas GRPR com
capacidade de inibir o crescimento de tumores [132, 133, 134].

Um composto que tem demonstrado notavel atividade antitumoral € o
antagonista RC-3095, j4 testado em diversas neoplasias. Este agente jA provou ser
ativo contra cancer de mama [135, 136], pulméao [137], ovario [138], prostata [139],
glioblastomas [140, 141], entre outros. Seu efeito parece interferir com importantes vias
de sinalizacdo como a do EGF e VEGF [142, 143, 144].

Em nosso centro, o RC-3095 esta sendo avaliado em linhagens celulares de
tumores e modelos animais, bem como em estudos clinicos em humanos.
Recentemente foi realizado um estudo fase | com vinte e cinco pacientes portadores de
neoplasias sélidas avancadas, em que este antagonista GRPR demonstrou perfil de
toxicidade favoravel, ap0s aplicacdes subcutaneas diarias. Neste mesmo ensaio, uma
Unica dose de RC-3095 administrada a um paciente hipergastrinémico, portador da
Sindrome de Zolliger-Ellison, produziu decréscimo superior a 50% nos niveis

plasmaticos de gastrina [145].

3.3.6 Expressdo de GRPR em Tumores

A caracterizacdo do perfil de expressdo dos receptores de fatores de
crescimento nos processos heoplasicos é fundamental para que se identifiguem
aqueles tumores passiveis de serem diagnosticados ou tratados com abordagens mais
seletivas. A expressdo aberrante de GRPRs ja esta documentada em diversas

neoplasias humanas através de diferentes técnicas de ligacdo ao receptor,
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imunohistoquimica, ou rt-PCR, provando ser mais ampla no cAncer em comparacao aos
tecidos normais [146]. A tabela 2 sumariza alguns tipos tumorais ja estudados.

Em certos tumores, a taxa de expressdo do GRPR chegou a ser 100%, incluindo
préstata, colon, rim, neuroblastoma, cabeca e pescoco [147-153] Entre as neoplasias
ginecoldgicas, ja foram detectados GRPRs em carcinomas de ovario, de corpo e colo
de utero [1,121,138,154]. Em nosso centro a superexpressdao do GRP tem sido
pesquisada em diversas neoplasias malignas como céancer de coélon, pulmdo, mama

além do HCC.
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Tabela 2 - Expressdo de GRPR em tecidos neoplasicos humanos [153]

Prostate 12 12 10 PCR [48]
E1] 30 100 Binding  [49]

80 50 63  Binding  [50]

2 20 91  PCR [50]

12 12 100  Binding  [51]

Gastrinoma 5 5 100  Binding  [51]
Breast 100 33 33 Binding [52]
71 44 62  Binding  [53]

57 41 72 Binding  [51]

Crvarian 2 17 77 PCR [54]
Pancreatic 12 2 17 Binding [56]
26 2 8 PCR [55]

29 0 0  Binding  [57]

Colon 21 5 24  Binding  [58]
29 27 93 PCR [60]

50 38 76 IH [61]

23 23 100 PCR [59]

Renal 4 4 100 PCR [62]
16 [ 35  Binding  [51]

18 13 72 PCR [63]

Lung (SCLC) 7 2 29 PCR [64]
9 3 33 Binding  [51]

Head and Meck 25 25 100 PCR [65]
Meuroblastoma 33 24 73 IH [66]
19 19 100 PCR [67]

Esophageal 12 10 83 PCR [68]
Gl carcinoid 26 22 85 IH [69]
Gastric 23 12 50  Binding  [70]
20 8 40  PCR [71]

Utering i) 11 38 Binding  [73]



4 - OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo do GRPR no HCC atraves da técnica imunoistoquimica.

4.2 Objetivos Especificos

* Avaliar, por imunoistoquimica, se existe diferenca da expressdo do GRPR entre
pacientes com HCC e com diferentes fatores prognoésticos como grau histolégico,
estagiamento tumoral (TNM), presenca de cirrose, invasado vascular e os virus da
hepatite.

* Avaliar por imunohistoquimica se existe diferenca da expressao do GRPR entre
as lesbes neoplasicas e tecidos hepatocelulares adjacentes n&do-neoplasicos (cirroticos

e normais).
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a malignancy with a poor prognosis, showing a high
relapse and mortality rates despite the use of available treatment modalities. The
gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) is highly expressed and a potential
therapeutic target in various types of malignancies, such as glioma, prostatic, ovarian
and renal carcinomas, being a potential therapeutic target in these diseases. However,
the literature on the GRPR expression in HCC is scanty. In this study, we looked at
GRPR expression in tumor samples obtained from patients with HCC, as well as
cirrhotic and normal hepatic tissue. To the best of our knowledge, this is the first study to
confirm the presence of GRPR in tumor samples obtained from patients with HCC.

62



INTRODUCTION

Bombesin/gastrin-releasing peptides (BN/GRP) were demonstrated to bind selectively to
cell surface receptors, acting as autocrine mitogenic stimuli for the growth of various
types of malignancies in culture [1]. BN/GRP receptors are expressed on a wide variety
of tumors, including small lung carcinoma, gliomas, pancreatic, prostatic, breast and

ovarian cancers [2,3].

Notably, BN/GRP receptor antagonists, such as RC-3095, were shown to produce long-
lasting tumor regressions in various in vivo murine and human tumor models carcinomas
[4,5,6]. Following the binding of RC-3095 to BN/GRP receptors, a down-regulation of
EGF and VEGF receptors was observed [7]

In our laboratory, we have looked at biopsy specimens obtained from patients with
cervical cancer, and a high expression of BN/GRP receptors was observed [8]. In
addition, using an in vivo rat glioma model, we were able to demonstrate significant
tumor responses with the combined use of temozolamide and RC-3095 [9]. More
recently, a high GRPR content was also observed in human glioma samples by our

group [10]

Considering its novel mechanism of action, as well as the lack of dose-limiting toxicities
of RC- 3095 in animal studies, we have decided to perform a Phase | trial of this agent
in patients with advanced and refractory malignancies. An analytical method for the
measurement of RC- 3095 in human plasma was also developed by our group [11].
Interestingly, our data confirmed the safety of RC- 3095 in a series of 25 cancer

patients, and evidence of antitumor effects was also shown [12]

The present study is part of our effort to identify tumor types that could be suitable for
this experimental therapeutic intervention in early Phase Il clinical trials. For that
purpose, our approach consisted in the evaluation of sizeable series of paraffin biopsy

samples obtained from cancer patients with different types of cancers who were treated
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at our institution. Tumor types exhibiting a high GRPR expression ratio between
tumor/normal tissue are potential candidates to be considered for clinical trials with the
GRPR antagonists RC-3095.

HCC is the fifth most common cancer worldwide and the most common form of liver
cancer, being responsible for 80% of primary malignant tumors in adults, and frequently
occurs in the setting of chronic liver disease and cirrhosis [13]. HCC is highly resistant to
the available chemotherapeutic agents, administered either alone or in combination [14],
and the median survival following diagnosis ranges from approximately 6 to 20 months
[15,16,17]

The available literature on the expression of BN/GRP receptors in HCC is scanty. Some
experimental studies indicate that bombesin is present in rat hepatocellular tumors
[18,19]. In one study, the occurrence of BN/GRP receptors in human hepatic cancers
transplanted in nude mice was reported, and cytotoxic peptide analogs targeted to these
receptors inhibit growth of this tumor [20]. In the present study, we describe the BN/GRP
receptor expression in a series of paraffin blocs obtained from patients with HCC treated
at our institution. We have also investigated whether the expression of GRPR could be a

predictor of clinical outcome.

MATERIALS AND METHODS

Materials

A retrospective search in our archives between 2004 and 2009 showed that 87 patients
were found to have the diagnosis of HCC, leading to 79 tissue samples identified from
the pathology records of the Department of Pathology of our Institution. After
pathological review, 61 samples of representative paraffin wax block were processed by

immunohistochemical technique and included in the study.
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During the pathological review of the cancer tissues, an additional 30 samples of
cirrhotic surrounding tissue and 22 samples of non-neoplastic and non-cirrhotic tissue
from patients without cancer were selected as controls. Samples of normal tissue were
hard to obtain from the same patients considering that a high proportion of cases were
provided by incisional biopsy, not being associated with a large amount of tissue

available for the study.

Clinical data were available in all 61 HCC cases and patients were followed up after
histological diagnosis for a median follow-up time of survival cases of 7 months (range:
1-108 months; SD £21.9).

Immunohistochemistry (IHC)

IHC was performed on formalin-fixed paraffin-embedded samples of HCC tissues held
by the Department of Pathology. The blocks were cut into 4-mm-thick sections and
mounted on microscope slides. The primary antibody used was a rabbit polyclonal
antibody anti-GRPR (#OPA1-15619, Affinity Bioreagents, USA). After dewaxing,
inactivating endogenous peroxidase activity and blocking cross-reaction with normal
serum, 4um sections were incubated overnight at 4° C with a diluted solution of the
primary antibody (1: 50). Identification of primary antibody location was achieved by
subsequent application of biotinylated antibody, streptavidin horseradish peroxidase
conjugate (LSAB, Dako) and diaminobenzidine tetrahydrochloride/H202 (Kit DAB,
DakoStaining).

Assessment of Staining Patterns

For each antibody, a pathologist scored the staining intensity (O = no staining; 1+ = weak
staining; 2+ = moderate staining; 3+ = strong staining) of tumor areas and adjacent
tissue for all the specimens. Specimens in which one or more tumor areas with different
staining intensities were present were scored for the most prevalent intensity.
Specimens with focal uptake amidst negative cancer tissue scored 1+. For the purposes

of data presentation, GRPR expression was classified as “low” if the sum score of
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intensity was < +1 and as “high” if score was between +2 and +3 (moderate to strong

staining).

Statistical analysis
Data were evaluated using SPSS 14.0. Significant differences between GRPR

expression among lesions and surrounding tissues were evaluated using Kruskal-Wallis
analysis of variance followed by Mann-Whitney tests. Correlation between GRPR
expression and clinicopathologic variables was evaluated using a 2 test. Kaplan-Meier
survival curves were calculated using tumor recurrence (defined as the first appearance
of a tumor at any site following definitive treatment) or death as the end points. The
difference of overall survival curve or disease-free survival curve was examined by log-
rank test. Adequacy of sample size was determined by power analysis. Data are
expressed as means + SE, unless otherwise specified, with P <0.05 considered

significant.
RESULTS
Sample characteristics are described in Table 1. The mean age at cancer diagnosis was
59.0 years (SD=13.1; range: 14-83 years). Among the 61 patients with available clinical

information, 55.9% were stage Il or IV disease, 67.2 (n=41) had cirrhotic liver and 61%
(n=36/59) were HCV positive.

Table 1. Clinical description of the sample studied (n = 61).

Characteristic n % ggég;
Sex
Female 19 31,1
Male 42 68.9
Age at  diagnosis 59.0 (_13-1)
(years) range: 14-
83
HCV
Absent 23 61.0
Present 36 39.0
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Liver cirrhosis

Absent 20 32.8
Present 41 67.2
Tumor stage
I 15 25.4
1 11 28.6
Il 26 44.0
v 7 11.9
Vascular invasion
Absent 34 85.0
Present 6 15.0

GRPR immunoexpression was demonstrated in the parenchymal tumor cells in 77% of
tumor tissue samples (47/61) and was moderately to strongly expressed in 57.4% of
these cases (Fig 1). In adjacent non-cancerous hepatocellular tissue, GRPR
immunostaining was also observed, showing a high expression in 15/31 of cases
(48.4%).
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Figure 1. Antibody staining in hepatocellular carcinoma tissues. (A) GRPR immunoexpression in HCC

positive strong staining x 200 and (B) weak expression.

In the non-cirrhotic and non-malignant tissues, GRPR was also expressed, mostly with a
weak to moderate expression (36.4% and 59.1%, respectively). It was not observed a
significant difference in GRPR expression among the malignant processes and the
adjacent tissues by Kruskal-Wallis analysis of variance. The Mann-Whitney test was
also not able to demonstrate a statistical significant difference in the GRPR expression
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among neoplastic and cirrhotic or adjacent normal tissue (p=0.867). Figure 2 shows the
overall GRPR expression in malignant and normal tissues. Though the overall analysis
of variance did not show any difference between tissues, individual comparisons
showed a significantly higher expression of score 3+ (strong expression) in malignant
tissue as well as absence of expression, p<0.05 (Table 2).

50 - 59.1

45 41.9

40 1 36.4

35 32.3 295

304 279

J 23 . i
25 19.4 O Weak expression

20 - E Moderate expression

O Negative

W Strong expression
15 - g exp

10- 45 65
ST | o

0 P

Normal tissue Cirrhotic tissue Tumor tissue

Figure. 2. Overall expression of GRPR in HCC (n=61) compared with surrounding cirrhotic tissue (n=31)
and normal hepatocellular tissue (n=22), p=0.867. Although tumor tissue expressed diffuse
immunopositivity with the majority exhibiting a strong staining pattern compared with cirrhotic and normal

tissue, general expression was not different among normal and neoplastic tissue (p=0.867).

Table 2. Staining intensity of GRPR expression in normal liver and HCC tissue.

Pathological characterization
Staining intensity SCore Normal tissue (%) Malignant tissue (%) P value
n=22 n=61
Score 0 (no staining) 0 23 0.033
Score 1+ (weak staining) | 36.4 19.7 0.191
Score 2+ (moderate
o 59.1 27.9 0.015
staining)
Score 3+ (strong staining) | 4.5 29.5 0.041
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To better understand the significance of GRPR expression in HCC, we correlated the
expression level with major clinicopathologic features. GRPR expression was
significantly associated with tumor stage (P=0.047), but no correlation was observed
with other clinicopathologic parameters (age, gender, virus, liver cirrhosis, tumor size,
and AFP level) (P > 0.05) (Table 3).

Table 3. Correlation of different clinicopathologic features with GRPR expression in HCC

All Patients (n=61)

Clinicopathologic GRPR low GRPR high
characteristics expression expression P value
(n=35) (n=26)

Age

< 55y 11 9

> 55y 24 17 0.793
Gender

Male 23 19

Female 12 7 0.539
HbsAG

Absent 30 24

Present 5 1 0.190
HCV

Absent 14 9

Present 20 16 0.687
Liver cirrhosis

Absent 12 8

Present 23 18 0.772
Tumor stage

I 5 10

[l 5 6

&IV 23 10 0.047
Histological grade

Well

Moderate to 3 3
poor 22 13 0.551
AFP level

<100 ng/ml 17 13

=100 ng/mi 12 9 0.973
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Tumor size
<5cm 14 15
=25cm 20 11 0.205

During the follow-up observation period, locoregional recurrence or distant metastases
occurred in 5 of the 20 patients (25%) that underwent procedures with curative intent
(hepatectomy or transplant) and death was confirmed in 65% of patients with valid
information (33/51).

To assess the prognostic significance of GRPR expression, we analyzed overall survival
(OS) and disease-free survival (DFS) rates using the Kaplan-Meier method. At the 5-
year follow-up, approximately 40.3% of the patients with low GRPR expression survived,
whereas 13.8% of the patients with high GRPR expression survived. Estimated mean for
survival time in the group with high GRPR expression was 21.6 months, whereas in
patients with low GRPR expression it was 42.6 months (Figure 3). Similarly, at the 2-
year follow-up of patients submitted to hepatectomy or transplant, approximately 79.5%
of the patients with low GRPR expression were disease-free, whereas 43.8% with high
GRPR expression were free of relapse (Figure 4). The logrank test showed that patients
who expressed higher GRPR staining tended to have a shorter overall survival time (p =

0.174) and disease-free survival time (p = 0.188), but no significant relation was found.
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Figure 3. Kaplan-Meier curves for OS of patients with high and low GRPR expression in HCC tissue.

Patients with high GRPR expression tended to have a shorter OS time (p = 0.174) compared to patients

with low expression.
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Figure 4. DFS in patients with high and low GRPR expression with no evidence of disease after surgery.
Patients with high GRPR expression relapsed earlier than patients with low expression (p=0.188).

DISCUSSION

This study focused on evaluating GRPR as a potential target for new molecular
therapies against HCC. This is the first study looking at the GRPR expression in tissue
samples obtained from patients with HCC using immunohistochemical methods.
Additional samples obtained from cirrhotic and normal liver tissue from patients were

used as controls.

We were able to demonstrate the presence of abundant expression of GRPRs in human
hepatocellular carcinoma, while cirrhotic and normal tissues had a less pronounced
receptor density, though it was also expressed. Bombesin expression in HCC was
defined in primary rat liver cancers by immunohistochemical methods and was found in
neurosecretory granules in 13% of the nodules and 29% of the hepatocellular
carcinomas. Normal, peritumorous liver tissue, including the frequent atypical foci

present in the latter two categories, was negative for this marker [18,19].

The above mentioned authors suggested that des-differentiation of altered hepatocytes
in a neuroendocrine direction could be a late event in liver carcinogenesis, thereby
contributing to tumor formation. Our study provides a different perspective, since GRPR
was also expressed in surrounding cirrhotic tissues and normal liver, though less

pronounced than in neoplastic lesions.

In a previous study the treatment of peptide analogs targeted to receptors for luteinizing
hormone-releasing hormone, somatostatin or BLP and their combinations strongly inhibit
growth HCC in nude mice [20].

The GRP receptors in the primary carcinomas are often heterogeneously distributed.

BLP play many physiological roles including the regulation of smooth muscle
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contraction, the release of hormones and the secretion of enzymes [5], occuring in
peripheral blood cells from healthy subjects [21] and in several organs, such as breast
lobules and ducts [22], the gastric antrum [23] and the pancreas [24].

In our study, we describe a ubiquitous GRPR expression in non-neoplastic liver tissue,
ranging from moderate to high density values. The reason for such a heterogeneity in
normal tissue is not clear and needs further investigations. Considering that the sample
size containing non-neoplastic tissue was often small, the percentage of receptor
heterogeneity may not be representative for the whole liver parenchyma. The observed
heterogeneity could be related to a heterogeneous inervation pattern, assuming that
GRP plays a neurotransmitter role in the liver, as it does in the other gastrointestinal

organs previously evaluated.

Together with defining GRPR expression in HCC, we tried to determine the correlation
between its expression and the clinical outcome in patients. In the specimens examined,
GRPR expression status was mainly observed in tumors of moderate to poor

differentiation, while well differentiated carcinomas lacked GRPR expression (p=0.55).

Furthermore, it appears to be a correlation of GRPR high expression and relapse after
hepatectomy, since 57.1% of patients who relapsed were GRPR-positive, in comparison
to 42.9% of those who had no evidence of disease in the follow-up. Even though it did
not reach statistical significance, it could be inferred that GRPR expression might be
related to the aggressiveness of the disease. Such finding has also been observed in
studies with  GRPR expression in prostate cancer [25], in which positive
immunoexpression of GRP was clearly associated with relapse (p=0.029) and advanced

tumor stages (p=0.049).

Several lines of experimental evidence have suggested that the GRP and other BLP are
involved with tumor progression, enhancing angiogenesis, local invasion and distant
metastases [3]. However, some series have shown that, at least in vitro, GRP/GRPR

may actually improve patient outcome. It could be associated with a capacity of
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enhancing tumor cell attachment to the extracellular matrix [26,27], attenuating

metastasis and promoting natural killer (NK) cell binding and cytolysis [28].

Considering the different possible functions suggested for GRP, many studies have
assessed the role of GRPR as a prognostic factor for different types of cancer. Studies
on lung and colorectal cancer showed that aberrant expression of this peptide receptor
was not associated with worse clinical outcome, since patients expressing GRPR had
better survival rates when compared with patients with no GRPR expression [29,30].

As in other studies performed in samples obtained from patients with breast and
prostate cancer [25,31], our results in HCC suggested that GRPR expression had a
negative impact in overall patient survival. The expression of GRPR could correlate with
patient survival or tumor recurrence even when GRP expression does not [32]. That
could be due to other ligands in the bombesin family that activates the GRPR and also
to the susceptibility of being constitutively active, at least when ectopically expressed in

a non-malignant human cell line [33].

The observation that GRPR could act as an autocrine growth factor for several tumors
have encouraged the synthesis of GRPR antagonists for the experimental treatment of
different malignancies. The synthetic antagonists bind with high affinity to the receptors,
blocking the signaling pathways, and have exhibited antitumor activity both in vitro and

in vivo [34].

The high GRPR expression in a large spectrum of human cancers, as well as the
demonstration of its role as a tumor growth factor in various tumor models gives support
to the clinical evaluation of GRPR antagonists as experimental anticancer agents [3]. In
various tumor types, such as prostate and cervical cancer and, more recently, gliomas, a
sizeable difference between GRPR expression between neoplastic and non-neoplastic
tissues could be demonstrated [8,10,35,36].
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Our study is the first to look at GRPR expression in tumor samples obtained from
patients with HCC, as well as in tissue biopsies of cirrhotic and normal liver. GRPR was
shown to be expressed in both non-malignant and malignant tissue. However, it had a
high differential expression in high grade HCC as compared to normal liver tissue. We
were also able to demonstrate that GRPR expression was associated with poor patient
outcome. The relatively small sample size in our study limits any definitive conclusion

and further studies on GRPR expression in patients with HCC are warranted.
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7 - CONSIDERACOES GERAIS

7.1 Selecdo da Amostra

Foram selecionadas 79 lesdes hepaticas do arquivo de patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo compreendido entre janeiro de 2004 a marco de
20009.

As amostras constaram de 61 casos de hepatocarcinoma. Para cada lesao foi
selecionado um bloco de parafina representativo, preferencialmente aquele em que os
tecidos hepaticos adjacentes estivessem presentes, o que nao foi viavel na totalidade

das amostras.

7.2 Resultados

As caracteristicas das amostras sdo descritas na tabela 3. A média de idade no
diagnaostico do cancer foi de 59 anos (variando entre 14-83 anos). Entre os 61 pacientes
com informacdes clinicas disponiveis, 55,9% eram estagio Il ou IV, 67,2% (n=41)

possuiam figado cirrotico e 61% (n=36/59) eram HCV positivo.

Tabela 3. Descricdo das amostras do estudo (n = 61).

Caracteristicas n % Média
Género

Feminino 19 31,1

Maculino 42 68,9

59.0

Idade no diagndstico (anos) variagao: 14-83

HCV
Ausente 23 61.0
Presente 36 39.0
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Cirrose Hepatica

Ausente 20 32.8

Presente 41 67.2
Estagio do tumor

| 15 25.4

] 11 28.6

1l 26 44.0

v 7 11.9
Invasao vascular

Ausente 34 85.0

Presente 6 15.0

A imunoexpressao do GRPR foi demonstrada em 77% dos tecidos tumorais
(47/61) e com padrédo de moderado a forte em 57,4% dos casos. No tecido cirrético
adjacente ao cancer, a imunoexpressdo do GRPR foi, também, observada,
demonstrando alta expressédo em 48,4% dos casos (15/31). No tecido hepatico normal
adjacente ao cancer, a imunoexpressao foi observada de intensidade fraca a moderada
(36 e 59% respectivamente) N&o foi observada uma diferenca significativa na
expressdo do GRPR entre a neoplasia hepatoceluar e o tecido celular sadio, através da
analise estatistica de Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney também nao
demonstrou diferenca, estatisticamente significativa, na expressdo do GRPR no tecido
neoplasico e cirrético ou tecido normal (p=0.867). A figura 6 demonstra a expressao

global do GRPR em tecido neoplasico e normal.
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Figura. 5. Expressdo global do GRPR no carcinoma hepatocelular e no tecido adjacente normal e

cirrético

Para melhor entender a significancia da expressdo do GRPR no HCC,
correlacionamos o nivel de expressao com os achados clinicopatologicos. A expressao
do GRPR foi significativamente associada com o estagio do tumor (p=0.047), entretanto
nao houve correlacdo com outros parametros clinicopatolégicos como idade, género,
infeccéo pelo virus da hepatite, presenca de cirrose hepatica, tamanho do tumor e nivel

da AFP (p>0.05) (Tabela 4).

Tabela 4. Correlagéo de diferentes achados clinicopatolégicos com a expressdao do GRPR no HCC.

Todos os pacientes (n=61)

Caracteristicas

N - Expresséo Expresséo forte do
clinicopatolégicas baixa do GRPR Valor do
GRPR (n=26) P
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(n= 35)

Idade
< bby 11 9
= 55y 24 17 0.793
Género
Masculino 23 19
Feminino 12 7 0.539
HbsAG
Ausente 30 24
Presente 5 1 0.190
HCV
Ausente 14 9
Presente 20 16 0.687
Cirrose hepatica
Ausente 12 8
Presente 23 18 0.772
Estagio do tumor
| 5 10
Il 5 6
&1V 23 10 0.047
Grau histolégico
Bem diferenciado
3 3
Moderado a pobre 22 13 0.551
Nivel de AFP
< 100 ng/mi 17 13
=100 ng/ml 12 9 0.973
Tamanho do tumor
<5cm 14 15
=25cm 20 11 0.205

Durante o periodo de observacéao, a recorréncia locorregional ou as metastases
a distancia ocorreram em 5 de 20 pacientes (25%) que foram submetidos a
procedimento com intencdo curativa (hepatectomia ou transplante) e a morte foi

confirmada em 65% dos pacientes com informacdes validas (33/55).
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Para determinar a significancia estatistica da expressdo do GRPR como fator
prognéstico, analisamos as taxas de sobrevida global (OS) e da sobrevida livre de
doenca (DFS) usando o método de Kaplan-Meier. Com um acompanhamento de 5
anos, aproximadamente 40,3% dos pacientes com expressao baixa do GRPR estavam
Vivos, enquanto apenas 13,8% dos pacientes com alta expressao também estavam. O
tempo médio de sobrevida para o grupo onde houve uma grande expressdo do GRPR
foi 21.6 meses, enquanto os pacientes com baixa expressao foi de 42.6 meses. (Figura
7). Igualmente, com um acompanhamento de 2 anos, 0S pacientes submetidos a
hepatectomia ou transplante, aproximadamente 79,5% dos pacientes com baixa
expressdo do GRPR estavam livres de doenca, enquanto apenas 43,8% daqueles que
apresentavam alta expressao estavam livres de recorréncia (Figura 8). O teste de
logrank demonstrou que os pacientes que expressaram grande marcacao pelo GRPR
tenderam a apresentar um tempo de sobrevida global (p=0.174) e sobrevida livre de

doenca pior quando comparados aqueles com baixa expressédo (p=0.188).
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Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier para OS de pacientes com alta e baixa expressdo do GRPR no HCC.
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Figura 7. Sobrevida livre de doenga em pacientes com expressao alta e baixa do GRPR sem evidéncias

de doenca apds a cirurgia.
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8 — PERSPECTIVAS

Esse é o primeiro estudo que avalia, em seres humanos, a expressdo do GRPR
no HCC, tecidos hepéticos adjacentes (cirrético e normal) e sua relacdo com fatores
prognésticos. Foi utilizada a técnica de imunoistoquimica para a determinacdo da
superexpressdo desse receptor, entretanto acreditamos que o ideal sera fazer a
guantificacdo do GRPR por expresséo génica com PCR real time para confirmar esses
resultados, pois a técnica da graduacdo por imonoistoquimica € subjetiva e operador
dependente.

Outro aspecto importante e que pode melhorar ainda mais os resultados desse
estudo € o aumento do tamanho da amostra, fazendo com que haja, principalmente, um

aumento do poder estatistico.
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9 — ANEXOS

9.1 Técnica de Imunoistoquimica

A analise de expressdio do GRPR foi feita através da técnica da
imunohistoquimica, utilizando um anticorpo anti-GRPR policlonal de coelho
correspondente a segunda alca extracelular (n°® de catdlogo OPA1-15619, Affinity
Bioreagents, Golden, Co, USA), na diluicéo de 1:50.

Foram realizados cortes de 4 micra de espessura, que foram desparafinizados
em estufa e reidratados em alcool. Foi procedida a recuperacéo antigénica em forno de
microondas, a inativacao da peroxidase enddgena através da imersdao em peroxido de
hidrogénio e o blogueio das reacfes inespecificas com soro normal. O anticorpo
primario diluido em solucédo (1:50) foi encubado por 12 horas, a 4°C, seguido da
aplicacado do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako) e revelacdo com
diaminobenzidina tetraidroclorido (Kit DAB, Dako). Um corte de carcinoma de pancreas
foi utilizado como controle positivo, e, para o controle negativo, foi omitida a utilizacdo

do anticorpo primario.

9.2 Quantificacdo dos Resultados

» 0: sem coloracédo; 1: fraca; 2: moderada; 3: forte.

* 1: menos de 10% das células coradas (padrdao focal); 3: mais de 10% das
células coradas (padrao difuso).

Amostras que apresentaram uma ou mais areas de tumor, com diferentes graus
de intensidade, os resultados apresentados foram aqueles que mais prevaleciam na

amostra.
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