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RESUMO

Introdugdo: O cancer de pulmao estd entre os principais tipos de neoplasias, sendo o
adenocarcinoma o tipo histologico mais frequente. Atualmente, tem-se buscado marcadores de
prognostico para o carcinoma ndo de pequenas células. Objetivo: analisar os niveis da cinase re-
guladora extracelular (ERK) ativada em amostras histoldgicas de pacientes em estagios iniciais
de adenocarcinoma de pulmao que foram submetidos a tratamento cirtirgico e suas correlagdes
com dados clinicos e sobrevida. Material e métodos: foram selecionados aleatoriamente 36 pa-
cientes com adenocarcinoma de pulmao nos estagios I e II submetidos a lobectomia pulmonar
entre 1998 e 2004. Os pacientes foram divididos em dois grupos segundo os achados imuno-
-histoquimicos: pacientes com menos de 15% da positividade de células tumorais para ERK e
pacientes com 15% ou mais de células positivas. Para comparagao com os achados foi realizada
analise de enriquecimento de base de dados de microarranjos (GSE29016, n = 72). Resultados:
21 pacientes (58%) apresentaram niveis da ERK ativada acima de 15% e 15 pacientes (43%)
abaixo de 15%. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas para idade,
sexo, tabagismo e indice de massa corporal entre os grupos estratificados para a ERK. O grupo
de maior positividade (>15%) apresentou menor sobrevida (P = 0,045). As analises de enrique-
cimento ndo demonstraram correlacdo da variacdo da expressdo génica de ERK em pacientes
com adenocarcinoma quando comparados com a sobrevida nos estagios I e o grupamento dos
estagios II e III. Conclusdes: a alta positividade da ERK em células de amostras biologicas de
pacientes com adenocarcinoma de pulmdo est4 relacionada a tumores mais agressivos € com

pior prognostico.

Palavras-chave: cancer de pulmao, adenocarcinoma, cinase reguladora extracelular (ERK), so-

brevida.






ABSTRACT

Introduction: Lung cancer is among the most common types of neoplasias, and ade-
nocarcinoma is the most frequent histological type. Currently, there is an extensive search for
prognostic biomarkers of squamous nonsmall cell lung cancer. Objective: To analyze the cor-
relation of clinical data and patient survival with the levels of activated extracellular regulatory
kinase (ERK) in histological samples of surgically resected early stage lung adenocarcinoma.
Methods: We randomly selected 36 patients with stage I or II lung adenocarcinoma who un-
derwent pulmonary lobectomy between 1998 and 2004. Patients were divided into the follo-
wing 2 groups according to immunohistochemical profile: a group with <15% ERK-positive
tumor cells and a group with >15% ERK-positive tumor cells. For data comparison, an enrich-
ment analysis of a microarray database was performed (GSE29016, n = 72). Results: Activated
ERK levels were >15% and <15% in 21 (58%) and 15 (43%) patients, respectively. There were
no statistically significant differences in age, sex, smoking history, and body mass index among
the groups stratified by ERK levels. The survival rate was lower in the ERK >15% group than
in the ERK <15% group (P = 0.045). Enrichment analyses showed no correlation between va-
riations in gene expression of ERK in adenocarcinoma patients and survival rates in patients
with stage I and combined stage II+I1I disease. Conclusions: High ERK positivity in cells from
biological samples of lung adenocarcinoma is related with tumor aggressiveness and a poorer

prognosis.

Keywords: lung cancer, adenocarcinoma, extracellular regulatory kinase, survival.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pulmao esta entre os mais frequentes tipos de neoplasias e constitui-se na
principal causa de morte nos Estados Unidos da América e a segunda causa no Brasil (1-3).

Infelizmente, o diagnostico de cancer de pulmao ¢ feito na maioria das vezes em es-
tagios avancados, impedindo o tratamento cirirgico restringindo os pacientes a quimioterapia
e/ou radioterapia, com uma minima possiblidade de cura (5). Devido a este comportamento do
cancer de pulmao ¢ necessario a identificacdo das vias de sinalizagdo para mudarmos o curso
desta doenca (4, 5).

O adenocarcinoma ¢ o tipo histologico mais comum no cancer de pulmao, em torno de
50% dos casos na maioria das séries. Até recentemente, o adenocarcinoma era tratado como
uma doenga homogénea, ou seja, por ndo serem utilizados marcadores especificos, a terapéutica
ndo era individualizada. Hoje se sabe que ¢ heterogéneo, tanto do ponto de vista histologico
como bioldgico (24).

Atualmente, tem-se buscado marcadores de progndstico para o carcinoma nao de pe-
quenas c¢lulas de pulmao (6, 7). Esses marcadores atuam em diferentes vias de sinalizagao.
As vias de sinalizacao tém sua funcao alterada no cancer, sendo importantes caminhos a serem
consideradas na terapéutica (57). Uma interessante via de sinalizagdo para esse tipo de estudo ¢
a RAS-RAF-MEK-ERK, que tem sido estudada como alvo de novas alternativas terapéuticas,
com o objetivo de aumentar a sobrevida dos pacientes com carcinoma bronquico (8, 40). Essa
cascata ¢ regulada por multiplos efetores também envolvidos na apoptose. RAS-RAF-MEK-ERK
tem receptores na superficie celular e fatores de transcricao que regulam a expressao génica (59).

A via da cinase mitdgeno ativada (MAPK) apresenta uma importante fungao na regu-
lacdo dos sinais de crescimento e sobrevida celular, estando relacionada a proliferacao e a re-
gulacdo do ciclo celular, angiogénese e migragdo (46, 68). A ERK ¢ uma cinase que regula um
sinal extracelular, sendo uma das MAPK mais estudadas. Faz parte de uma via de transdugao
que transmite estimulos extracelulares como fatores de crescimento, hormdnios, neurotrans-
missores e outros. A ERK ¢ responsavel pela integracao de sinais ambientais e pela retransmis-
sao dessa informagdo para o sistema de controle do ciclo celular (71). As ERK 1 e 2 (1/2) sdo
distribuidas em toda a célula (71).

A via de sinalizagdo da ERK encontra-se alterada em um terco das neoplasias (79); es-
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tando sua expressao aumentada em varios tipos de tumores em humanos, como mama, cabega
e pescogo (15, 16, 17). Por esse motivo, muitos inibidores do EGFR, RAS, RAF ¢ MEK tém
sido desenvolvidos como potenciais bloqueadores da atividade ou proliferacdo de diferentes
componentes da via de sinalizacdo da ERK (14, 18, 19). A proteina ERK tem multiplos alvos,
as funcoes celulares da ERK sao diversas e incluem regulagdo e proliferacao do ciclo celular
sobrevida, mitose e migragdo (71).

No entanto, a capacidade de proliferagdo tumoral ¢ um sistema muito complexo, com
envolvimento de varios componentes celulares e diferentes vias de sinalizagdo, fazendo-se mui-
to dificil a escolha de inibicdo de um unico componente neste contexto (6,76). Por isso faz-se
necessaria a identificagao de componentes celulares que estejam alterados em tipos especificos
de carcinomas e que sugiram alguma relacdo com o progndstico ou a sobrevida dos pacientes

acometidos por determinada neoplasia (81).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de pulmao

O cancer de pulmao ¢ uma das principais causas de morte no mundo (1, 2). Segundo a
Sociedade Americana de Cancer (ACS), cerca de 226.160 novos casos foram diagnosticados
em 2012. Destes, estima-se que ocorram 160.340 mortes (1, 3).

Na China, houve um aumento dramatico no numero de fumantes nas ultimas duas dé-
cadas. Aproximadamente, dois tercos dos homens sdo tabagistas, o que representa um ter¢o dos
fumantes no mundo (4).

A chance de um homem em sua vida ter cancer de pulmao ¢ 1: 13, e em mulheres, 1: 16
(5). Estes numeros incluem fumantes e nao fumantes (6, 7).

Pacientes com histdria de cancer de pulmao apresentam 1 a 2% de risco de desenvolvi-
mento de uma nova neoplasia (8).

Nos homens h4a um declinio na incidéncia, enquanto que nas mulheres essas taxas se
estabilizaram, e os indices de mortalidade vém aumentando. Em fumantes o risco ¢ maior (6,
9, 10). Sabe-se que a distribui¢ao geografica ocorre em decorréncia dos locais de maior habito
tabagico (1, 11).

Acredita-se que 80 a 90% dos casos de carcinoma de pulmao estdo relacionados ao
fumo, com uma relacdo dose/resposta (1, 12, 13). Ha varios estudos que suportam a influéncia
hereditaria como um fator de risco para cancer de pulmao. A agregacao familiar e a inerente
susceptibilidade ao fumo nas familias pode ser um fator de associagdo (5, 14). O fumo contém
muitos carcindgenos e espécies reativas de oxigénio que produzem danos e quebras no DNA,
exigindo reparo, o qual ocorre através de inimeros caminhos (15). Os carcindgenos incluem
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e promotores de tumor, que requerem uma alteragao
metabolica para exercer seus efeitos (14). Sabe-se que mesmo ap0s a cessacao do tabagismo as
alteragdes genéticas permanecem, os ex-fumantes continuando a ter um risco elevado de cancer
de pulmao por varios anos (8, 13, 14). Estima-se que o tabagismo passivo cause 3 mil mortes/ano
por cancer de pulmao nos EUA e 21.400 mortes no mundo (1, 13). As mulheres sao mais sen-
siveis a carcinogénese relacionada ao fumo do que os homens, havendo um sinergismo entre

histéria familiar e carcinoma de pulmao (14). Estudos epidemiologicos evidenciam que menos
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de 20% dos fumantes desenvolvem cancer de pulmao, desta forma sugerindo determinantes ge-
néticos para esta susceptibilidade (2, 16). Fatores como idade, sexo masculino e descendéncia
africana sdo considerados como pior prognostico (1).

As causas de cancer de pulmdo em nao fumantes permanecem controversas, mas va-
rios fatores tém sido identificados. Estudos de epidemiologia molecular demonstram padrdes
de mutacao diferentes em fumantes e ndo fumantes e diferentes respostas terapéuticas (13). O
cancer de pulmao em pacientes HIV ¢ mais agressivo, ocorrendo em individuos mais jovens,
sendo a terceira neoplasia mais frequente (1).

A carcinogénese pulmonar tem vérias etapas, que se caracterizam pelo acimulo de inu-
meras alteragdes sucessivas, genéticas e epigenéticas, resultantes de uma selecao de células, as
quais apresentam um crescimento descontrolado (8, 17, 18).

A quimioprevengao ¢ o mais importante. O abandono do tabagismo, bem como a iden-
tificagdo das populagdes de alto risco, ¢ de fundamental importancia para realizacdo de um
estudo mais focado na investigacdo dessa neoplasia (19, 20). Estima-se que no momento do
diagnostico do carcinoma de pulmao ndo de pequenas células (CPNPC) 20% dos pacientes tém
doenga localizada, 25% tém extensdo da neoplasia para os linfonodos mediastinais e 55% ja
apresentaram metastases a distancia (35).

Nos ultimos 30 anos, ndo houve mudangas significativas na terapéutica usual. Ressec-
¢do cirurgica, quimioterapia baseada em platina e radiagdo em combinagdo ou terapia Gnica sao
as formas preconizadas atualmente. Porém a maioria dos pacientes no momento do diagndstico
ja apresenta doenca residual ou ndo detectada que leva a morte (21).

A sobrevida do estagio IA em cinco anos ¢ de 50%, do estagio IB de 43%, estagio IIA
de 36%, estagio IIB de 25%, estagio IIIA de 19%, estagio IIIB de 7% e estagio IV de 2% (35).

No passado, a maior parte dos diagndsticos era realizada através de ressecgao cirurgica,
hoje 70% destes sdo feitos através de bidpsias pequenas e ou amostras citoldgicas. Isso muitas
vezes acarreta artefatos devido ao pouco material para andlise (22, 23).

O adenocarcinoma € o tipo histolégico mais comum no cancer de pulmao, em torno de
50% dos casos na maioria das séries. Até recentemente, o adenocarcinoma era tratado como
uma doenga homogénea, ou seja, por ndo serem utilizados marcadores especificos, a terapéutica
ndo era individualizada. Hoje se sabe que ¢ heterogéneo, tanto do ponto de vista histologico

como bioldgico (24). O grau de diferenciagdo tumoral e a propor¢ao de estroma desmoplésico



25

sdo parametros morfoldgicos usados pelos patologistas para avaliar a agressividade dos ade-
nocarcinomas. Ha uma relagdo entre a pobre diferenciacdo tumoral e um pior prognostico (25,
26).

Os avancgos na oncologia, biologia molecular, patologia, radiologia e cirurgia levou a
necessidade de uma nova classificacdo. A classificagdo do cancer de pulmao, publicada pelo
World Health Organization (WHO) em 1967, 1981 e 1999, foi escrita primariamente por pa-
tologistas para patologistas (27, 28). Nos ultimos anos, houve muitos avangos nas areas de
oncologia, biologia molecular e radiologia. Assim, em 2004 foi realizada uma revisdo, sendo
introduzidas informacdes clinicas e genéticas, ndo somente idealizada para patologistas, mas de
uma forma multidisciplinar (28, 29).

A nova classificagdo apresenta uma abordagem ampla, os marcadores sendo requisitos
essenciais para a determinagdo ndo somente do prognostico, mas da terapéutica. O manejo do
material obtido através da imuno-histoquimica e/ou do estudo molecular fornece informagoes
importantes que auxiliam para um diagndstico mais acurado, podendo determinar melhor o
prognostico (30).

A introducao dessas novas terapias moleculares alterou de forma importante a classifi-
cacdo e levou a uma individualizacao na terapéutica (30).

A classificagdo histologica do cancer de pulmao e o seu estadiamento sdo criticos na
avalia¢do do tratamento e diagnoéstico definitivo. Houve mudancas principalmente em relagao
aos pacientes com CPNPC avangado e a descoberta de alteracdes no receptor de fator de cresci-
mento epidérmico (EGFR), que ¢ um dos receptores de tirosina cinases (tabela 1). As mutagdes
desse receptor foram de vital importancia na nova classificagdo. Os pacientes com CPNPC
podem ou ndo ser responsivos aos inibidores de tirosina cinases. A diferenciagao histologica e
as caracteristicas étnicas, bem como o habito tabagico, selecionam os pacientes mais propensos
a resposta a esses inibidores (31). Nos ultimos dez anos, varios inibidores de tirosina cinases

foram aprovados para uso terapéutico (31).
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2.2 Classificacao histopatologica

Tabela 1 — Classificag@o histologica do adenocarcinoma de pulmao.

IASLC/ATS/ERS - Classificagcao do cancer de pulmao — Adenocarcinoma em

espécimes cirurgicos

Lesé&o pré-invasiva

- Hiperplasia adenomatoide atipica

- Adenocarcinoma in situ (3cm BAC)
1 N&ao mucinoso
_) Mucinoso

[1 Misto
Adenocarcinoma minimamente invasivo

- Nao mucinoso

- Mucinoso

- Misto

Adenocarcinoma invasivo

- Predominantemente lipidico
- Predominantemente acinar

- Predominantemente papilar

- Predominantemente micropapilar

- Predominantemente s6lido com produgao de mucina
Variante do adenocarcinoma invasivo

- Adenocarcinoma mucinoso invasivo

- Coloide

- Fetal (baixo e alto grau)

- Entérico

Fonte: Internacional Association for the study of Lung Cancer. ATS, American Thoracic Society. (28)

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define trés lesdes pré-neoplasicas: displa-
sia escamosa, hiperplasia adenomatoide atipica e hiperplasia de células neuroenddcrinas, que
progridem para carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e tumor carcinoide, respec-
tivamente (28, 32, 33). Nos pacientes com CPNPC, cirtrgicos, estagio IA, ndo se recomenda a
realizagdo da quimioterapia (QT) pos-operatoria (33, 34).

Os pacientes que realizaram resseccao cirdrgica no estagio II, com boa performance e

bom status tém indicagdo de receberem QT baseada em platina (35, 36).
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A administragdo de terapia adjuvante para esses pacientes ainda ndo mostrou beneficios
com relagdo a sobrevida (34, 53).

A QT adjuvante ¢ discutida para os casos em estagio IB, especialmente em pacientes
com tumor acima de 4cm, ndo sendo recomendada para o estagio IA por ser considerada dele-
téria (53, 54).

Avangos significativos estdo sendo feitos no CPNPC, avaliando-se a biologia tumoral,
o que leva a uma individualiza¢do da terapia, tendo como base as alteragdes moleculares do
tumor e as condig¢des clinico-patoldgicas do paciente (34, 53, 54).

Abaixo, a nova classificagdo para os adenocarcinomas (tabela 2) :

Tabela 2 — Classificacao do adenocarcinoma.

Categorias de adenocarcinoma

1. Adenocarcinoma in situ (AlS) que pode ser mucinoso e raramente nao
MuCinoso.

2. Adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA) que pode ser mucinoso e
raramente Nn&0 Mucinoso.

3. Adenocarcinoma predominantemente lipidico (ndo mucinoso).

4. Adenocarcinoma predominantemente invasivo com componente lipidico
nao mucinoso (isto inclui os tumores mistos e adenocarcinomas avancados
classificados como ndo mucinoso (BAC).

5. Adenocarcinoma mucinoso invasivo (BAC).

Fonte: Internacional Association for the study of Lung Cancer. ATS, American Thoracic Society. (28)

2.3 Marcadores tumorais em CPNPC

2.3.1 EGFR

O receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) ¢ um membro prototipo da fami-
lia dos receptores de tirosina cinases (RTKs). A ativagcdo da mutagdo do gene EGFR foi descrita
inicialmente em 2004 (39, 69).

Existem cerca de 90 tirosinas cinases conhecidas (TKs) e cerca de 58 receptores de

fator de crescimento da superficie celular, com ligantes mediados pela atividade da TKs. A
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atividade dos RTKSs ¢ severamente regulada em células normais, € um aumento ou desregula-
cdo da sua expressdo pode causar a ativacdo de oncogenes (40). Esses receptores transmitem
sinais capazes de regular a proliferacdo, a diferenciagdo e a migragao celular (40, 41). O EGFR
regula um caminho de sinalizagdo autocrino que contribui para a proliferagao celular, apoptose,
angiogénese ¢ disseminagdao metastatica, sendo parte de uma subfamilia de quatro receptores
relacionados EGFR, ERBB2, ERBB3 ¢ ERBB4 (39, 43, 44).

A interag¢do dos fatores de crescimento com os receptores induz a cinase do receptor,
ativando a via de sinalizagdo que altera o padrdo de expressdo do gene e induzindo a mitogénese
e a desregulacdo relacionada ao cancer (44).

Os ligantes para o EGFR incluem EGF, TGF-alta, HB-EGF, betacelulina e epiregulina.
A acdo desses ligantes resulta na formac¢ao de homodimeros e heterodimeros principais que
atuam na ativagdo do EGFR e subsequentemente na via inferior de transdugao de sinal (43, 69).
Mais do que 60% dos CPNPC tém uma expressdao aumentada do EGFR, o que apresenta um
importante papel na tumorigénese. Os ligantes do EGFR podem estimular a cascata intracelular,
como RAS-RAF-ERK e PI3 K/ AKT na via de sinalizagdo em dire¢do ao fendtipo maligno (43).

A ativagao aberrante do EGFR ¢ frequente nas neoplasias pulmonares, cancer de mama
e cancer gastrico (45, 46), conforme demonstrado na figura 1.

Figura 1 — Frequéncia da mutacdo EGFR, K RAS, nas diversas neoplasias.
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Fonte: Roberts et al., 2007. (64)
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A mutagdo dos receptores de membrana e a interagdo com diversos conjuntos de mo-
léculas sinalizadoras citoplasmaticas resultam na ativagdo de inumeras vias, incluindo RAS,
PI3K/AKT (47).

A mutagdo EGFR pode ser encontrada em todos os subtipos de CPNPC, incluindo ade-
nocarcinoma, carcinoma de grandes células e carcinoma de células escamosas, sendo encontra-
da em 10 a 30% de CPNPC e estando relacionada a um pior prognostico (39, 48).

Sabe-se que o EGFR esta superexpressado em 50 a 80% dos pacientes com CPNPC,
mas somente 10% destes acabam respondendo aos inibidores de tirosina cinases (49). Dessa
forma, ¢ dificil prever qual paciente vai ser ou ndo responsivo. Varios estudos evidenciam que
pacientes com mutagao K-RAS nao respondem de forma adequada aos inibidores de cinases,
sendo usados de forma Uinica ou em terapia combinada (50).

Esses fatores fazem do EGFR e dos membros de sua familia importantes candidatos
para o desenvolvimento de alvos terapéuticos, sendo necessario um claro entendimento das
mutagdes e dos seus efeitos na sobrevida e na proliferacao celular (69).

A mutacdo EGFR esta associada com o tipo histologico, etnia, habito tabagico. Acre-
ditava-se que a mutagao EGFR estava relacionada ao sexo, porém isso nao ¢ necessariamente
verdadeiro, pois o tabagismo nas mulheres ¢ menos prevalente, esta mutagdo ocorrendo mais
em nao fumantes (39). A mutacdo K-RAS difere da mutagdo EGFR porque ¢ relativamente rara
em pacientes asiaticos e ocorre mais frequentemente em homens que em mulheres (51). Isso
levou a busca por inibidores seletivos na via de sinalizagdo celular iniciado pela ativagdo do
EGFR, sendo alvo de drogas que bloqueiem sua ativagdo (52, 53). A mutagdo EGFR ilustra esta
relevancia nas aplicacdes terapéuticas, predizendo a resposta aos inibidores de tirosina cinases (54).

Os primeiros inibidores de tirosina cinases, o gefitinib e o erlotinib, estdo sendo usados
no tratamento do CPNPC avanc¢ado ou recorrente. Uma melhor resposta vem sendo observada
em um subgrupo de pacientes: asiaticos, sexo feminino, ndo fumantes e em pacientes com adeno-
carcinomas (42).

O dominio EGFR e a mutacdo K-RAS excluem um ao outro, de maneira que a carcino-
génese do tabaco induziria a via de sinalizagao RAS através dessa mutagdo, e em nao fumantes
haveria uma seletividade para via de sinalizacdo EGFR, através da mutacao EGFR (42).

A toxicidade desses inibidores ocorre particularmente na pele, incluindo rasch cutaneo

que afeta a face e o torax, anormalidades no crescimento do cabelo e prurido (42).
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Historicamente, o desenvolvimento de drogas na oncologia focava na maxima dose
tolerada, perfil de seguranca e eficacia dos componentes em que o estudo dos mecanismos
e esforgos na resposta pré-seletiva muitas vezes ndo ¢ compreendido. A grande diferenca da
maioria das drogas citotdxicas convencionais € a busca de mecanismos para inibir uma proteina
particular que hipoteticamente € a chave para o crescimento e a progressao do cancer (35, 42).

Estudos indicam que outros fatores além da mutagdo EGFR estdo relacionados a res-
posta terapéutica aos inibidores de tirosina cinases. Outros membros da familia EGFR, por
exemplo, HER2 e EGFR3, estdo envolvidos na sensibilidade aos TKI (48).

O desenvolvimento de uma terapia racionalizada baseada no conhecimento da biologia
do cancer pode aumentar o arsenal dos oncologistas. O sucesso de uma droga normalmente
depende de trés etapas: a farmacocinética, o transporte no tecido e seletividade, dessa forma
minimizando os efeitos colaterais. O fato dos inibidores de tirosina cinases serem designados
contra um alvo de células mutadas ou com mais atividade para esses receptores torna mais se-
letiva a quimioterapia convencional (48).

As drogas citotoxicas sdo consideradas mediadores da morte celular, ativando a apop-
tose em resposta ao estresse. A célula geneticamente normal ndo tem susceptibilidade a estas
drogas, em contraste com as células neoplasicas (55, 56).

Virias vias de sinalizacdo tém sua fun¢do alterada no cancer, sendo importantes cami-
nhos a serem consideradas na terapéutica (57). A diferenca intrinseca entre as células normais e
malignas ¢ um dos principais objetivos na busca de novas terapias (47, 48). Esses sinais, através
dos oncogenes, induzem a célula ao fenotipo maligno, prolifera¢do e escape para apoptose. As
proteinas oncogénicas mutadas causam um vicio nas c€lulas tumorais e, em suas fungdes anor-
mais, esse conceito ¢ referido como “vicio oncogénico”. Quando a fun¢do normal ¢ inibida ou
removida pelo alvo da droga, a célula morre, e isso acarreta uma oportunidade farmacocinética.
Assim, as células “viciadas” dependem dessas alteragdes anormais ou superexpressadas das
funcdes oncogénicas para a susceptibilidade as drogas (48).

A medida da eficicia de uma droga mais direta e relevante seria a avaliagdo pré e poOs-
tratamento com o uso de amostras teciduais verificando os marcadores de interesse. Claro que
1ss0 ndo € possivel, pois o paciente teria que realizar inimeras biopsias (47, 58).

Dessa forma, ¢ dificil prever qual paciente vai ser ou ndo responsivo a terapia combinada,

sendo que o ideal seria podermos prever a resposta de um paciente a uma droga em particular (57, 58) .



31

2.3.2 RAS-RAF-MEK-ERK

Esta cascata ¢ regulada por multiplos efetores também envolvidos na apoptose. RAS-
-RAF-MEK-ERK tem receptores na superficie celular e fatores de transcricdo que regulam a
expressao génica (59). Esta via ¢ muito complexa, pois os seus membros, que sdo os fatores de
transcri¢do de cinases, reguladores da apoptose ¢ familias executoras de caspases, podem ser
ativados e inativados por proteinas fosforiladas (50, 60).

A MAPK (proteina cinase mitdgeno ativada) ¢ expressada ubiquamente em todas as
células. Sdo proteinas que pertencem a uma rede dinamica que através de diversos estimulos
regulam atividades de um complexo sistema biologico (61, 62). A via MAPK ¢ frequentemente
muito afetada nas mutagdes do cancer (62, 63). Ela regula as fungdes celulares responsaveis
pela homeostase como expressao de citocinas e proteases, progressao do ciclo celular, motili-
dade, aderéncia celular metabolismo e angiogénese (61, 62, 64). Essa cascata anteriormente
era descrita como uma via de sinalizagdo linear, porém se evidenciou que RAS-ERK podem
ser ativados em varios compartimentos intracelulares e os receptores de tirosina cinases podem
modular essa sinalizacdo em varios locais (40, 60).

A MAPK contribui para a resposta celular a diversos estimulos, incluindo fatores de
crescimento, citocinas, estresse, toxinas, alteragdo na aderéncia celular, osmolaridade, radicais
livres de oxigénio, luz ultravioleta e temperatura (61, 65).

RAS ¢ o primeiro passo da ativacdo da cascata MAPK (52, 64). O RAS ¢ uma pequena
proteina G, com atividade GTPase intrinseca. E um regulador critico da via de sinalizagio (40,
49). Recrutado na membrana celular e ativado por um processo que envolve fosforilagdo e mul-
tiplos cofatores (60), RAS foi uma das primeiras proteinas a ser demonstrada como crucial na
regulacdo do ciclo celular. A proteina GTP ¢ uma molécula da parte superior que tem influéncia
sobre a via de sinalizagdo RAF-MEK-ERK, PI3K/AKT. Multiplas isoformas de RAS tém sido
descritas K- RAS, N-RAS e H- RAS (50, 66). RAS atua em muitas moléculas que influenciam
na regulacdo do ciclo celular p16, p15, p21, podendo parar o ciclo celular de forma prematura
na fase G1, levando a senescéncia dependente da via RAS-RAF-MEK-ERK (52). Por muitos
anos se achou que a ativagao de RAS ocorria exclusivamente na membrana plasmatica. A ati-
vagdo pode ser encontrada em varias membranas intracelulares, incluindo complexo de Golgi,

reticulo endoplasmatico e endossomos (40, 67).
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As proteinas cinases ativadas por RAS e PI3K/AKT atuam nas redes de sinais que vin-
culam a ativagdo do EGFR na proliferacdo e sobrevida celular (48).

A mutagdo K-RAS ¢ detectada em 30% dos CPNPC, especialmente em adenocarcino-
mas e em nao fumantes, estando relacionada a pior prognostico (32, 68).

RAS ¢ frequentemente mutada nos canceres humanos, e o ponto de mutag@o ocorre nos
codons 12, 13, 59 e 61. Essa mutacdo ocorre em 30% de todos os canceres, sendo pancreas em
90%, coélon em 50%, tireoide em 50%, pulmdo em 30% e melanoma em 25% (60). Estudos
recentes demonstram a acdo de RAS como um efetor adicional na promocdo da tumorigénese
(50, 60).

RAF ¢ uma serina/treonina cinase que ¢ ativada e recrutada na membrana plasmatica
e interage com o RAS (50). A dimerizagdo do RAF ocorre por fosforilacdo e desfosforilagao
de diferentes dominios. RAF apresenta as isoformas A-RAF, B-RAF, C-RAF ou RAF 1 e ¢
recrutada na membrana celular pela ativacao de RAS e ativada por um processo complexo en-
volvendo a fosforilacdo de multiplos cofatores. Esse processo compreende o recrutamento na
membrana plasmatica pela interagdo com RAS, dimerizagdo da proteina RAF, fosforilacdo e
desfosforilagao de diferentes dominios, dissociagdo da proteina inibitéria RAF cinase (RKIP)
(50).

Uma vez ativados, todos os membros da familia RAF sdo capazes de iniciar a cascata
de fosforilacao, onde a ativacdo de RAF e MEK simultaneamente ativam a ERK. Contudo, em
contraste com a complexidade observada na ativagdo de RAF, MEK e ERK sao ativados por
uma simples fosforilagdo (40).

A existéncia de outros mecanismos que influenciam a oncogénese ¢ importante na ava-
liagao de que somente o bloqueio de RAF ndo ¢ suficiente para bloquear a via RAF-MEK-ERK,
sendo necessaria a inibi¢do de multiplos efetores. O bloqueio dessas vias acaba sendo deletério
também para células normais (40).

A proteina RAF ativa diretamente MEK 1 e 2 e que subsequentemente fosforilam os
residuos de treonina e tirosina em ERK 1 e 2 (40, 62).

RAF 1 tem sido proposto como regulador da apoptose na membrana mitocondrial (40,
62). A superexpressdo da proteina RAF est4 associada com uma resposta no crescimento celu-
lar, estando relacionada a apoptose (62). Estruturas de diferentes classes tém sido desenvolvidas

para a inibi¢do de RAF (64).
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Alternativamente, a expressao de VEGF induzida por RAF pode promover a angiogé-
nese. RAF induz a expressdo de fatores de crescimento e contribui para prevengao da apoptose
bem como a resisténcia a drogas quimioterapicas ou fatores de expressdo de crescimento (63).

Multiplos sinais convergem para a regulagao da atividade de RAF. Sua ativagdo pode
ocorrer pela acdo GTPase de RAS. Contudo, a ativacdo do RAF ¢ complexa, facilitando a as-
sociacdo na membrana plasmatica de RAF citosolica, onde atividades sinalizadoras adicionais,
incluindo fosforilacao e desfosforilagdo, sdo requeridas para a atividade da fun¢do dessas tiro-
sina cinases (63).

Por iniimeras razoes, a via RAF-MEK-ERK esta envolvida em varias intervengdes te-
rapéuticas, podendo influenciar na resisténcia a drogas quimioterapicas e na ativagao ectopica,
que induz RAF a uma resisténcia a doxorubicina e paclitaxel em cancer de mama (60, 69).

MEK (proteina ativada por mitdgeno) € uma proteina cinase. Sua atividade € positiva-
mente regulada pela fosforilagdo de RAF ou residuo S no dominio catalitico. MEK vai ativar a
ERK. Sendo que ERK 1/2 sdo encontradas em todas as células e estdo associadas a receptores
da membrana plasmatica e ao seu mecanismo de transporte, sendo entdo necessarias para a
motilidade celular (70), conforme apresentado na figura 2.

MAPKSs sao geralmente expressas em todos os tipos celulares, e sua fungao ¢ regulada
por uma resposta especifica que difere entre as c€lulas. As MAPKs mais extensamente estuda-

das sao ERK 1/2 (62, 63).
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Figura 2 — Via RAS-RAF-MEK-ERK.
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Fonte: Via RAS-RAF-MEK-ERK, Dhilon et al., 2007.

2.3.3 ERK

A ERK ¢ uma cinase que regula um sinal extracelular, sendo uma das MAPKs mais
estudadas. Faz parte de uma via de transdug@o que transmite estimulos extracelulares como
fatores de crescimento, hormdnios, neurotransmissores e outros. A ERK ¢ responsavel pela in-
tegracdo de sinais ambientais e pela retransmissao dessa informacgao para o sistema de controle
do ciclo celular (71). As ERK 1 e 2 (1/2) sao distribuidas em toda a célula, estando associadas
a receptores da membrana plasmatica e transportadores de sinal (72). A via da ERK esté desre-
gulada em um terco das neoplasias em humanos (63).

Todos esses componentes sinalizadores podem operar junto aos receptores de membra-

na e assim fomar uma rede complexa de interacao proteica, que regulam essencialmente todos
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os processos relacionados ao estimulo celular como proliferacao, diferenciacdo, resposta ao
estresse e apoptose (figura 3) (72, 73).

Figura 3 — Rede de interacdo proteica que regula o estimulo celular.
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Fonte: Via RAS-RAF-MEK-ERK, Dhilon et al., 2007.

Os sinais extracelulares regulados pela ERK1/2 sdo também mitogenos ativados através
da fosforilacao da Thr 202 e Tyr 204 (74). A ativacao ¢ mediada pela MEK1, que ¢ fosforilada
por RAF, a qual ¢ ativada por RAS. EGF, HGF e PDGF também ativam ERK, estando associa-
dos com proliferagdo e/ou diferenciacio (75).

O cancer ¢ o resultado da desregulacdo de multiplas vias de sinalizagdo, e a inibigdo de
uma unica via pode ndo ser suficiente para promover a apoptose ou inibir o crescimento (76,
77). Muitos receptores de tirosina cinases sao capazes de ativar esta via, como o EGFR, PDGF,
VEGEF e c-Kit. O EGFR ativa um receptor de tirosina cinase intracelular e pode ser ativado e
inativado por proteinas fosforiladas (73, 74).

A proteina ERK tem multiplos alvos, as func¢des celulares da ERK sao diversas e in-
cluem regulacao e proliferacao do ciclo celular sobrevida, mitose e migragdo (71).

A atividade da ERK ¢ regular uma lista crescente de substratos que se estima compreen-
der cerca de 160 proteinas (48). Os maiores substratos da ERK sdo proteinas nucleares, mas ou-
tros sdo encontrados no citoplasma e em varias organelas. A ativacdo do ERK pela fosforilagao
pode regular varios varios Ets (exemplo Elk — 1 ). Estudos usando abordagens farmacologicas

e genéticas t€ém mostrado que o MEK e a ERK sdo necessarios para a transformacao das ativi-
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dades do RAS e outros oncogenes (78, 79).

Muitos inibidores do EGFR, RAS, RAF ¢ MEK tém sido desenvolvidos como alvo de
diferentes componentes da sinalizagdo da ERK com vérios agentes que adicionam ou expan-
dem a terap€utica contra o cancer. As pesquisas evidenciam o aumento da complexidade da cas-
cata RAF-MEK-ERK. Essa complexidade sugere que os alvos deste caminho nao sao simples.
O desenvolvimento de inibidores distintos para os inumeros alvos ¢ essencial (81).

As moléculas avaliadas na superficie celular e as proteinas cinases continuam sendo
alvo de interesse em um futuro terapéutico. Um estudo clinico demonstrou que a deteccao da
imunorreatividade de P-ERK em pacientes com CPNPC esté associada com tumores avangados
de maior agressividade (78). Assim, a analise clinica do progresso desses inibidores em paralelo
com uma melhor compreensao da biologia e da genética do cancer tende a melhorar o entendi-

mento para futuras terapias (78, 80).
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3 JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ o resultado da desregulagdo de multiplas vias de sinalizagdo, e a inibi¢do
de uma unica via pode nao ser suficiente para promover a apoptose ou inibir o crescimento. A
ativacdo da ERK esta envolvida em muitas fung¢des celulares como motilidade, proliferagao,
diferenciagdo e apoptose. A ativacdo da ERK influencia na promogao e na ativagado das células
normais bem como na proliferacdo aberrante das células tumorais. Ha poucas evidéncias da real
funcao da ativacdo da ERK no carcinoma pulmonar ndo de pequenas células.

Sabe-se que a ERK encontra-se alterada em um terg¢o das neoplasias, e na literatura ha
poucos estudos que avaliam a presenca da ERK e sua correlagdo com a sobrevida em pacientes
com adenocarcinoma.

O desenvolvimento de novos marcadores que visem analisar a agressividade tumoral
através de estudos de sobrevida ¢ de primaz importancia para podermos talvez aumentar a so-

brevida em pacientes com carcinoma nao de pequenas células.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Analisar os niveis da ERK ativada em pecas cirurgicas de pacientes em estagios iniciais

de adenocarcinoma de pulmao que foram submetidos a lobectomia pulmonar .

4.2 Objetivos secundarios

1. Correlacionar os niveis imuno-histoquimincos da ERK ativada com variaveis clinicas

e patoldgicas de pacientes com adenocarcinoma de pulmao submetidos a tratamento cirtrgico.

2. Avaliar a possibilidade de relacdo entre os niveis da ERK ativada com sobrevida e os

diferentes estagios do adenocarcinoma.

3. Realizar analise de enriquecimento de base de dados de microarranjos para verificar

a correlagdo de expressao génica da ERK com adenocarcinoma de pulmao.
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ABSTRACT

Introduction: Lung cancer is among the most common types of neoplasias, and ade-
nocarcinoma is the most frequent histological type. There is currently an extensive search for
prognostic biomarkers of squamous nonsmall cell lung cancer.

Objective: To analyze the correlation of clinical data and patient survival with the levels
of activated extracellular regulatory kinase (ERK) in histological samples of surgically resected
early stage lung adenocarcinoma.

Methods: We randomly selected 36 patients with stage I or I lung adenocarcinoma who
underwent pulmonary lobectomy between 1998 and 2004. Patients were divided into the follo-
wing 2 groups according to immunohistochemical profile: a group with <15% ERK-positive
tumor cells and a group with >15% ERK-positive tumor cells. For data comparison, an enrich-
ment analysis of a microarray database was performed (GSE29016, n = 72).

Results: Activated ERK levels were >15% and <15% in 21 (58%) and 15 (43%) patients,
respectively. There were no statistically significant differences in age, sex, smoking history, and
body mass index among the groups stratified by ERK levels. The survival rate was lower in the
ERK >15% group than in the ERK <15% group (P = 0.045). Enrichment analyses showed no
correlation between variations in gene expression of ERK in patients with adenocarcinoma and
survival rates in patients with stage I and combined stage II+III disease.

Conclusions: High ERK positivity in cells from biological samples of lung adenocarci-

noma is related with tumor aggressiveness and a poorer prognosis.

Keywords: Lung cancer, adenocarcinoma, extracellular regulatory kinase, survival.

INTRODUCTION

Lung cancer is among the most common types of neoplasms and is the leading cause of
death in the United States and the second major cause of death in Brazil (1-4). Unfortunately,
the disease is usually advanced at the time of diagnosis: thus, precluding surgical treatment and
restricting patients to chemotherapy and/or radiation therapy with a minimal chance of cure (5).

Due to this aggressive behavior of lung cancer, it is necessary to identify molecules, proteins, or
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signaling pathways related to tumor growth, which have an influence on the outcome. The study
of these prognostic factors could stimulate the development of new potential therapies targeting
specific molecules (5).

A persistent search for prognostic biomarkers of nonsmall cell lung cancer (NSCLC) is
currently ongoing (6). In this context, the epithelial growth factor receptor (EGFR)-dependent
RAS-RAF-MEK-ERK signaling cascade is under intensive investigation to identify new prog-
nostic factors of lung cancer because they regulate signals for cell growth and survival and are
involved in cell cycle regulation, angiogenesis, cell proliferation, and migration (8-10). A third
of all forms of cancers are associated with enhanced activity of this cascade (11). For this rea-
son, many EGFR (14, 15), RAS, RAF, and MEK inhibitors have been developed as potential
blockers of the activity or proliferation of different components of the ERK signaling pathway
(16-18). Therefore, the potential of overactive RAS, RAF, MEK, or ERK as prognostic factors
for lung adenocarcinoma has become an interesting area of research.

Most of the studies searching for prognostic factors on NSCLC encompass all its types
but do not discriminate in a specific cell type or samples from a particular stage, which makes
it difficult to draw more detailed conclusions (34). Thus, it is essential to have a more specific
population with minimal confusing factors to study potential prognostic factors in NSCLC.
Based on these concerns, we selected only those patients who had been surgically treated for
early lung adenocarcinoma to study the relationship of ERK and prognosis in this particular
population.

We hypothesized that increased levels of activated ERK in patients with lung adenocar-
cinoma were associated with a poorer prognosis or decreased patient survival. Therefore, we
conducted an immunohistochemical study using tumor samples from patients surgically treated
for lung adenocarcinoma and performed a microarray analysis of experiments from different

databases that included a population having a profile similar to that of our samples.

MATERIALS AND METHODS

We selected patients with lung adenocarcinoma who underwent pulmonary resection

between 1998 and 2004 and were included in a previous study by Sanchez et al. (19). The pre-

sent work was approved by the local Research Ethics Committee under protocol number 1852/08.
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Surgical staging was determined according to the TNM classification system (20).
All data related to preoperative evaluation, surgical techniques, and postoperative results
are described in the article by Sanchez et al (19). We randomly selected 36 patients with
postoperative stage I or II disease and with available survival data and immunohistoche-

mical samples. Adjuvant therapy was selected according to postoperative staging.

ANALYSIS OF GENE EXPRESSION

Gene expression analyses were performed using microarray data from five diffe-
rent studies (21-25). However, we present data from a single study by Staaf et al, a da-
tabase that included 39 adenocarcinoma patients with 72 available patients (GSE29016,
[llumina HT-12 V3. 0) (21). GSE29016 was retrieved from the gene expression databa-
se Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), considering it
was the only experiment that included all parameters analyzed in our study. To perform
gene expression enrichment analysis, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) softwa-
re, which requires a gene set, the parameters to be analyzed, and gene expression data
for data processing was used. We used the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) to obtain the gene set to be analyzed. Subsequently, we employed the online tool
string to confirm interactions among the 261 genes of the group. The following parame-
ters were analyzed: smoking status (8 nonsmokers and 21 smokers), TNM stage (30 with
stage I and 9 with combined stage II+III disease, respectively), and sex (18 males and 21
females).

After the enrichment analysis was performed using GSEA as described by Mootha
et al (26), a survival curve for each of the parameters versus gene expression was plotted

using GraphPad Prism 5.

SAMPLES

Tissue samples for histopathological studies were obtained from surgical speci-
mens of primary adenocarcinoma lesions from patients with surgical stage I or II. All

samples were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin tissue blocks,
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which were then processed for immunohistochemical analyses. A tissue section was stai-
ned with hematoxylin and eosin (H&E) and analyzed by a pathologist to confirm the presen-

ce of adenocarcinoma in the sample.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Tissue sections measuring 4 cm in thickness were prepared on silanized slides. Ac-
cording to a previously standardized protocol, the following procedures were performed after
deparaffinization and rehydration: heat-mediated antigen retrieval with sodium citrate buffer,
blocking of endogenous peroxidase in a 5% H202 solution in methanol, and blocking of nons-
pecific binding in 1% bovine serum albumin (BSA) solution. Subsequently, the slides were in-
cubated overnight at 4°C with rabbit polyclonal antibody specific for the double phosphorylated
form of ERK1/2 (Thr202/Tyr204; Cell Signaling, Beverly, MA, USA) diluted in a 1:300 ratio in
1% BSA. Plate washing, incubation, and color reaction were performed using the HRP-labeled
conjugated polymer kit (Invitrogen®). Sections were then counterstained with hematoxylin.

Negative controls were obtained using the same protocol, but without the primary antibody.

ANALYSIS OF IMMUNOHISTOCHEMICAL REACTIONS

Immunohistochemical analyses were performed by counting ERK-positive cells/1000
cells in consecutive microscopic fields, taking into account only tumor cells. Cell count was
performed by two independent observers. A maximum interobserver discrepancy of 30% was
considered or a third observer was included. Cell counting was performed using a Zeiss® Ima-
ger microscope coupled to the Image Pro Plus® 6.1 software. For statistical analysis, patients
were divided into the following 2 groups based on a previous study: a group with <15% ERK-

-positive tumor cells and a group with >15% ERK-positive tumor cells (34) (Figure 1).
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Figure 1. Immunohistochemical reaction for ERK detection in normal lung tissue (A), lung adenocarcino-
ma without ERK expression (B), and positive cases with low ERK expression (C) and high ERK expression (D).

Nuclear and cytoplasmic staining is indicated by arrows.

STATISTICAL ANALYSES

Mean values were compared using Student’s t test, whereas categorical variables were
compared using Fisher’s exact test. In addition, for survival analyses, we used Kaplan-Meier
curves and Cox regression analyses in univariate and multivariate survival platforms. Statistical

data were processed and analyzed using SPSS software, version 18.0 (IBM, USA, Chicago,
2009).

RESULTS

Activated ERK levels were >15% and <15% in 21 (58%) and 15 (43%) patients, res-
pectively (Figure 1). There were no statistically significant differences in age, sex, smoking
history, and BMI between the groups stratified by ERK (Table 1). When survival was compared
between the ERK >15% and ERK <15% groups, the former group showed lower survival than

the latter during the study period (Table 2). We also performed statistical analyses using a cutoff
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threshold above and below 45% ERK positivity, and the results were very similar to those ob-

tained when the cutoff threshold of above and below 15% were used.

Table 1 — Characteristics of lung adenocarcinoma patients according to positivity for extracellu-

lar regulatory kinase (ERK) in tumor cells

Cellular positivity

for ERK (%)
Chacteristic Total <15 >15 P
=36 n=15 n=21
100 % 42 % 58 %
Age (in years) 648 6318 65+9 0.37°
Males, number (%) 22 (61) 8 (53) 14 (67) 0.50°
Staging, number (%) 0.171°
A 7 (19) 2(13) 5 (24)
| B 16 (44) 10 (67) 6 (29)
A 6 (17) 1(7) 5 (24)
1B 7 (19) 2(13) 5 (24)
Smokers, number (%) 26 (72) 9 (60) 17 (81) 0.26°
FEV1, % 82122 77+24 87+19 0.174°
BMI, kg/m* 255+ 253+ 256+ 0.84°
5.5 5.5 5.6



Table 2 — Selected characteristics and their relation with survival in

patients with lung adenocarcinoma

Event Multivariate analysis
number
Characteristic N (%) HR (95% Cl) P
ERK, per/1000 cells
>15 21 11(52) 4.2 (1.0-17.1) 0.045
<15 15 3 (20) 1
Age (in years) 36 14 (39) 1.04 (0.97-1.12) 0.32
Sex
Male 22 9 (41) 1
Female 14 5(36) 1.1 (0.3-3.9) 0.90
BMI, kg/m? 36 14(39)  091(0.81-1.03)  0.139
FEV1, % 36 14 (39) 0.99 (0.96-1.02) 0.324
Smoking history
Present 26 10(39) 0.4 (0.1-1.5) 0.40

Absent 10 4 (40) 1

59
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By using the multivariate Cox model after adjusting for age, sex, BMI, forced expira-
tory volume, and smoking history, the difference in survival between the ERK >15% and <15%
groups was not only maintained but also statistically significant (P = 0.045). This difference is

shown graphically in Figure 2.
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Figure 2. Kaplan—Meier mortality curves show that ERK quantification allows for discrimination be-
tween good and poor prognosis. The black line represents cases with <15% ERK-positive cells and the red line
indicates cases with >15% ERK-positive cells. The gray line represents the cumulative survival for all patients

throughout the 5-year evaluation period.

Enrichment analysis showed no correlation of variations in ERK gene expression in the
39 adenocarcinoma patients with stage I and combined stage II+11I disease. Likewise, gender and

smoking did not show a positive correlation with variations in ERK gene expression (Figure 3).
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Figure 3. Survival analysis using the microarray dataset GSE29016, with 39 adenocarcinoma patients divided into
two groups according to disease stage (stage I and combined stage II+1IT). No significant differences were obser-

ved between groups.

DISCUSSION

Cancer is the result of the deregulation of multiple signaling pathways, and the inhi-
bition of a single pathway may not be sufficient to trigger apoptosis or growth inhibition (8,
27-29). ERK activation is involved in multiple cellular functions such as motility, proliferation,
differentiation, and apoptosis (30, 31). ERK activation influences the development and activa-
tion of normal cells as well as the abnormal proliferation of tumor cells (32, 33). There is little
evidence on the specific role of ERK activation in the development of NSCLC (34, 35). By
studying 111 patients with NSCLC, Vincent et al demonstrated a positive correlation between
ERK activation and later stages of the disease (34). Our study only examined patients with early
stage adenocarcinoma who underwent surgical treatment: thus, constituting a population diffe-
rent from that described by Vincent et al (34), which included patients with advanced stages and
different histological types of lung carcinoma. Moreover, Vicent et al separately analyzed ERK

activation in the cytoplasm and nucleus and showed that there were no significant differences
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between these cell compartments(34). Therefore, we decided to collectively analyze these
parameters in our study. However, Harding et al suggested that receptor location, either
in the plasma membrane or cytosol, may lead to different responses in the MAPK cascade
activation (36). This finding is of great importance in the search for new therapies with
ERK, and not MEK, as a target (37). It is believed that signal transduction is stronger
in the plasma membrane and weaker in the cytosol (38). Therefore, activation of plasma
membrane receptors would trigger a stronger cellular response, whereas ERK activation
in the cytoplasm would affect only a subpopulation of cells, leading to an intermediate
response (38). For this reason, future therapies would need to address differences in ERK
cascade activation on the basis of receptor location. Furthermore, overexpression of this
pathway may play an important role in the pathogenesis and progression of breast cancer
and other cancers, making their components potential therapeutic targets (12, 13, 39).

We performed enrichment analysis using data from five different experiments
(21-25), but because they yielded similar results, the dataset GSE29016 was selected be-
cause it was the only dataset containing all our study parameters. Our enrichment analy-
sis had some limitations, in particular with regard to the number of patients diagnosed
with adenocarcinoma. Only 39 patients were selected, and most of them were in stage |
as verified in our dataset. Moreover, this experiment included few nonsmokers, which
is expected in this disease group. Finally, our dataset contained more male patients, as
opposed to the female predominance in the other datasets.

Our study demonstrated that high ERK levels are inversely correlated with survi-
val. However, this was not revealed by the enrichment analysis, probably because of the
sample type assayed (mRNA vs. protein) as well as the different patient profiles. In the
literature, the presence of high ERK levels has been studied mainly in association with
tumor aggressiveness and as potential therapeutic targets, and survival analyses have
been restricted to only a few studies (40).

This study has several limitations that should be considered before interpreting
the results. Our study included a small number of patients; however, they formed a spe-
cific group of individuals who did not show advanced stage disease and underwent sur-
gical treatment. This also explains the limited number of patients with stage II disease.

However, this makes the study population more homogeneous and helps in avoiding bias
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associated with the inclusion of more patients with an advanced stages disease, which

tend to show higher ERK expression.

CONCLUSION

Taken together, our results suggest that higher ERK positivity in cells from bio-
logical samples of patients with lung adenocarcinoma patients is associated with tumor
aggressiveness and poorer prognosis. Despite its limitations, this study demonstrates the
importance of the role of ERK in lung adenocarcinomas and reinforces the need for addi-

tional studies to confirm our findings.
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7 CONCLUSOES

Pela analise dos niveis imuno-histoquimicos da ERK em pacientes nos estagios iniciais
de adenocarcinoma pulmonar submetidos a lobectomia, observamos uma correlacdo negativa
entre os niveis de ERK e a sobrevida. Os pacientes que apresentaram niveis de ERK superiores
a 15% apresentaram uma menor sobrevida, podendo isso estar relacionado a uma maior agres-
sividade tumoral.

Analisaram-se as caracteristicas clinicas desses pacientes correlacionando com os ni-
veis de ERK, e ndo houve diferenca significativa com relacdo as variaveis VEF1, sexo, IMC e

tabagismo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo de analisar os niveis de ERK em pacientes com adenocarcinoma, cor-
relacionando com a sobrevida, avaliamos a presenca do ERK ativado em uma populagdo de
pacientes em estagios iniciais do adenocarcinoma

Nossos resultados sugerem que a alta positividade de ERK em cé¢lulas de amostras bio-
logicas de pacientes com adenocarcinoma de pulmao esté relacionada a tumores mais agressi-
vos € com pior prognostico. Apesar das suas limitagdes, este estudo demonstra a importancia
do papel do ERK em adenocarcinomas de pulmao e reforga a necessidade de estudos que con-

firmem nossos achados.
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