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Considerada uma doencga rara no inicio do século XX, o carcinoma de pulmao hoje é a

neoplasia visceral mais comum e a principal causa de morte por cancer.

O estudo dos eventos moleculares envolvidos no cancer de pulmdo € importante para o
conhecimento do processo de carcinogénese, e para a determinagdo do espectro mutacional
dos genes relacionados ao carcinoma bronquico. No futuro poderemos empregar as técnicas
de biologia molecular no diagnéstico precoce e na correlagdo entre varidveis clinicas,

tumorais e genéticas para definir os fatores de prognodstico e a abordagem terapéutica.

Realizamos a pesquisa de mutagdes nos genes p53 e K-ras em pacientes com neoplasia de

pulmao.

Em relagdo ao gene p53, pesquisamos mutacdes nos exons 5 a 10 em 38 pacientes com
carcinoma de pulmio ndo pequenas células, e nos exons 5 a 9 em nove pacientes com
carcinoma de pequenas células. A freqiiéncia de mutagdes foi, respectivamente, de 21 e

33%.

A pesquisa de mutacdes no gene K-ras foi realizada em 8 pacientes com adenocarcinoma e
em quatro com carcinoma de grandes células. Ndao encontramos mutagdes, provavelmente,

devido ao tamanho da amostra.

Nos pacientes com carcinoma nao pequenas células a presenca de mutacdo no gene p53 nao
interferiu na sobrevida (p=0,53), no estadiamento (p=0,67) e no tempo de sintomatologia

(p=0,15).

Comparamos as mutacdes encontradas no gene p53 com o banco de dados mantido pela
Organizacdo Mundial de Saude (International Agency for Research on Cancer).
Considerando que o banco de dados da TARC foi atualizado em marc¢o/2002 (16285
entradas), provavelmente somos o primeiro grupo a descrever a muta¢do no codon 237
(ATG>AAG) em carcinoma brénquico, independente do tipo histolégico; da mutacido no
codon 337 (CGC—>CAC) em carcinoma de grandes células e da mutacdo silenciosa no

codon 295 (CCT>CCC) (IARC, 2002).
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Considered a rare illness in the beginning of 20" century, the lung cancer today is the more
common visceral neoplasia and the main cause of death by cancer. The study of the
molecular events involved in lung cancer is important for the knowledge of the process of
carcinogenesis and for the determination of the mutational spectrum of the genes related to
lung cancer. In the future we will be able to use the techniques of molecular biology in the
early diagnosis, and the correlation between clinical, tumoral and genetic variables will be

useful for us to define the factors of prognostic and therapeutic approach.

We carried out the study of mutations in the genes p53 and K-ras in patients with lung
cancer. In relation to the p53 gene, we have looked for mutations in exons 5 to 10 in 38
patients with non-small cell lung cancer, and in exons 5 to 9 in nine patients with small cell

lung cancer. The frequency of mutations was, respectively, 21 and 33%.

The analysis of mutations in the K-ras gene was carried out in 8 patients with
adenocarcinoma and four with large cell carcinoma. We didn’t find mutations, probably,

due to the size of the sample.

In patients with non-small cell lung cancer, the presence of mutation in the pS3 gene did
not correlate with survival (p=0,53), staging (p=0,67) and time of symptoms (p=0,15). We
compared the mutations found in the p5S3 gene with the database kept by the World Health
Organization (International Agency for Research on Cancer). Taking into account that the
IARC data bank was updated in March/2002 (16,285 entries), we are probably the first
group to describe the transversion on codon 237 (ATG—>AAG) in bronchial cancer,
independent of the histological type and the mutation on codon 337 in large cell cancer

(IARC, 2002).
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No inicio do século XX o cancer de pulmao era considerado uma doenga rara.
Em 1912, Adler conseguiu reunir 374 casos relatados na literatura médica. Outro estudo
realizado em 1914, relatou 371 casos de cancer de pulmao em 52420 6bitos por neoplasia
(apud MOREIRA et al.,1990). Nos tltimos cem anos houve um aumento progressivo da
incidéncia e mortalidade por carcinoma bronquico devido, principalmente, a expansao do

tabagismo.

Atualmente, é a neoplasia visceral mais comum no mundo e a principal causa
de morte por cancer (SMITH & GLYNN, 2000). Durante o ano de 2002 € previsto que nos
Estados Unidos (E.U.A.) havera 169.400 casos novos e 154.900 o6bitos (AMERICAN
CANCER SOCIETY,2002). No Brasil é a primeira causa de ébito por neoplasia entre
homens e a segunda entre as mulheres. As taxas de incidéncia e mortalidade previstas para

0 ano 2002 no Brasil e no Estado de Sao Paulo estdo expostas na tabela I INCA,2002).

Tabela I. Taxa de Incidéncia e Mortalidade por cancer de Pulmao —INCA 2002

Incidéncia/100.000 Mortalidade/100.000

Homens Mulheres Homens Mulheres
Brasil 17,45 7,2 12,99 5,29
Séao Paulo 25,91 11,56 17,16 6,64

A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) estima que em 2025 haverd mais de
10 milhdes de mortes no mundo por patologias relacionadas ao habito tabédgico e cerca de

30% destas serdo por cancer de pulmao (PETO et al, 1996).

Em qualquer neoplasia quanto mais precoce for o diagndstico melhor é o
progndstico. Pacientes com carcinoma de ndo pequenas células t€ém uma sobrevida em 5
anos variando entre 60 a 80% quando diagnosticados precocemente (estadios Ia e Ib)
(NARUKE et al, 1997; PAIROLERO et al, 1984; WADA, et al, 1996; WATANABE et al,
1998; WILLIAMS et al, 1981). Enquanto os pacientes com estadio avancado (IV) t€ém uma
sobrevida menor que 1% em cinco anos (MOUNTAIN, 1997).

Introdugdo
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Infelizmente, em relac@o ao carcinoma bronquico o diagndstico precoce nio € a
regra, € sim uma excecdo. Apenas 15% dos casos sdo diagnosticados enquanto a doenca
estd localizada (RIES et al, 2000). Em um estudo brasileiro, apenas 22,3% dos pacientes com
carcinoma de pulmdo ndo pequenas células estavam no estadio I e II no momento do
diagnéstico (ZAMBON, 1994). Por isso, considerando todos os casos de carcinoma
bronquico independente do estadio, a taxa de sobrevida em cinco anos continua baixa,
variando entre 8 € 15% (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; FUJINO et al, 1995a; KERN
et al, 1994; PARKIN et al, 1999; SZABO et al, 1993), apesar do avanco obtido nos dltimos

anos em relacdo a terapéutica.

Portanto, para melhorar a sobrevida dos pacientes € essencial que seja

aprimorado o diagnoéstico do cancer de pulmao.

Os trabalhos realizados na tentativa de diagndstico precoce na populacio de risco
para neoplasia de pulmdo, através de radiograma de térax e citologia de escarro, ndo
melhoraram a sobrevida dos pacientes (MAO et al, 1994; SZABO et al, 1993). A partir dos
resultados desses trabalhos, foi estabelecido na década de 80 do século passado um dogma
contra o diagnéstico precoce na neoplasia de pulmao. Hoje com as novas tecnologias que
estdo surgindo, como por exemplo, a tomografia computadorizada helical, a broncoscopia
com uso de material imunofluorescente e a biologia molecular, poderemos reverter este

dogma.

Ha uma ampla evidéncia de que existe uma longa fase pré-clinica no cancer de
pulmdo. Clones de células endobronquicas acumulam mutacdes genéticas levando ao
desenvolvimento de células malignas com poder de invasdo. Até 0 momento, ndo se sabe se
ha um numero critico de mutagdes, combinagdes de mutacdes ou uma ordem obrigatoria de
eventos para que ocorra essa transformagdo maligna. Estudar esse mistério € uma das areas
mais excitantes de pesquisa, pois 0 seu conhecimento permitird melhorar o diagndstico e a

intervencao terapéutica (KENNEDY et al, 2000).

E fundamental determinar qual o espectro mutacional de cada gene envolvido
no cancer de pulmao. O conhecimento das alteragdes genéticas e de seus fatores promotores

ou indutores permitird a identificagdo dos agentes carcindgenos que participaram do

Introdugdo
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desenvolvimento da neoplasia. Além disso, poderemos correlacionar cada mutacdo com
varidveis clinicas, tumorais e genéticas para definir os fatores de progndstico e a abordagem

terapéutica.
A- Ciclo Celular

E argumentdvel que uma mutagio genética casual ou rara, pode ser um evento
sauddvel particularmente em células germinativas. Estas mutacdes complementam as
recombinacdes genéticas que promovem a plasticidade gendmica necessdria para o
processo de evolucdo, e selecionam caracteristicas favoraveis para as geracoes futuras. O
risco de ocorrerem alteracdes genéticas excessivas, torna necessdria uma vigilancia
constante sobre possiveis danos causados ao dcido desoxirribonucléico (DNA) por erros no
processo de divisdo celular (por exemplo durante a replicacdo do DNA) e também por
agentes genotoxicos endégenos e exdgenos (por exemplo radiacdo ionizante, ultravioleta e

tabagismo) (BARTEK & LUKAS, 2001).

O periodo entre as duas divisdes mitéticas define o ciclo celular das células

somaticas (LEWIN, 1996).

Uma célula normal exibe um sistema altamente regulado que controla sua
proliferacdo e diferenciacdo e que responde aos sinais extras e intracelulares. Células
neoplésicas escapam desse controle através de mutagdes nos genes que controlam a
proliferacdo celular, permitindo que elas sejam capazes de crescer e proliferar sem, ou com
pouca, restri¢do. Estas mutagdes podem ocorrer em genes supressores de tumores ou em
oncogenes. A ativacdo de oncogenes induz a uma estimulacdo mitdtica persistente, € a
inativacdo de genes supressores elimina as “barreiras” que impedem o crescimento celular

descontrolado (GUPTA et al, 2000).

As células normais podem sair do ciclo celular e entrar em um estado
semelhante a fase G1, porém sdo incapazes de prosseguir para a fase S. Este estado de
laténcia € chamado de GO. Através de estimulos de crescimento, uma célula que ndo seja
diferenciada poderd sair da fase GO e entrar no ciclo celular passando pelas fases G1, S

(sintese), G2 e M (mitose) (GUPTA et al, 2000).(Figura 1)
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FASE ™M

FASE G2

Figura 1: Fases do ciclo celular

Na fase G1 a célula prepara-se para a replicagdo e divisdao do DNA acumulando
as macromoléculas que sdo necessdrias para o ciclo celular. As células devem transpor um
ponto de regulacdo na passagem de G1 para a fase S, que é chamado de ponto de restri¢do.
A fase S € a fase de sintese do DNA, onde ocorre a replicagdo de todo DNA celular e do
seu aparato arquitetural. Apds completar a fase S a célula entra na fase G2, onde os erros de
replicacdo e danos no DNA poderdo ser reparados. A presenca de danos pode prolongar a
fase G2 e impedir a progressao para a fase M, onde ocorrerd a mitose (GUPTA et al, 2000;
LEWIN,1996). Para células animais em cultura, o controle existente na fase G1 é o mais
importante € o ponto entre as fases G2/M € subsidiario. As células gastam a maior parte do
ciclo na fase Gl, que tem sua duracdo determinada em resposta as condi¢cdes de

crescimento (LEWIN, 1996).

O nicleo da fase S contém o fator promotor desta fase (SPF — S phase
promoting factor), que é capaz de induzir as células em Gl a entrarem na fase S.
Concomitantemente, as células no final da fase G2, ou na fase M, possuem um fator
promotor da fase M (MPF — M phase promoting factor) que é capaz de acelerar o inicio da
mitose desde o principio da fase G2. O SPF e MPF sdao um complexo formado por ciclinas
e quinases cataliticas, e sdo conhecidos como quinases dependentes de ciclina (CDK —

cyclin-dependent kinases) (GUPTA et al, 2000; LEWIN, 1996). (Figura 2)
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Cada CDK ¢ regulada por uma ciclina necessdria para atividade catalitica e
especifica para cada substrato (ROM et al, 2000). As ciclinas t€ém dominios conservados
homdlogos, chamados de “cyclin boxes”, responsdveis pela ligacdo a CDK e sua ativacao.
Além da ligacdo com a ciclina, € necessario que a CDK seja fosforilada para ser ativada.
Além disso, a maioria das CDKs envolvidas no controle do ciclo celular podem ser inibidas
pela fosforilagdo da subunidade tirosina 15 e na sua treonina adjacente (Thr 14) (GUPTA
et al, 2000; LEWIN, 1996).

Ras, Raf, Myc, Fos, Jun

&)
FASE G1 & @ \\.

€29) @ m

cn:uram Cdc25a
A

Blos)
FASE G2 @ FASE S

Figura 2: Reguladores do ciclo celular, envolvidos no cancer de pulmao.
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A regularizacdo negativa das CDKs também pode ser feita por uma familia
chamada de inibidores da quinase dependente de ciclina (CKI — cyclin dependent kinase
inhibitors). As CKIs ligam-se aos sitios de ativacdo por fosforilagdo e inativam os
complexos de CDKs. As CKIs formam uma familia de vdrias proteinas, incluindo p21
(CIP1/WAFI) e p27 (KIP1), que se associam com CDK2, 4 ¢ 6; e p16™"* e p15 ™ que
agem sobre as CDK4 e 6 (GUPTA et al, 2000; LEWIN, 1996; ROM et al, 2000). Estas
duas familias de CKIs (KIP1/CIP1 e INK4) sdo essenciais para a progressdao na fase Gl
(ROM et al, 2000). (Figura 3)

Familia CIP/KIP

ps7¥ Ciclina D /cdk 4,6
Ciclina E/cdk 2

pl5, 16, 18, 19

|7 Familia INK4a

Genes da fase S

Figura 3: Os complexos Ciclina E/CDK 2 e Ciclina D/CDK 4,6 promovem a fosforilacao
da proteina do retinoblastoma (pRb) liberando o fator E2F que ird ativar os genes
da fase S. Quando ha dano no DNA, o ciclo celular pode ser interrompido através

da inibi¢do das DKs induzida pelos genes das familias CIP/KIP e INK4.
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O E2F € um grupo de fatores de transcricado, com um sitio de ligacao especifico
para a regido promotora de uma série de genes que controlam a divisdo celular, como o
dihidrofolato redutase, o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA — proliferating
cell nuclear antigen), CDK1, ciclina E, ciclina A, c-myc e tirosina quinase (TK) (GUPTA
et al, 2000). A proteina do gene do retinoblastoma (pRb) liga-se ao E2F, inativando-o. A
fosfoliragdo da pRb libera o E2F, que por sua vez ird ativar os genes da fase S (BARTEK &
LUKAS, 2001; GUPTA et al, 2000; LEWIN, 1996; ROM et al, 2000). (Figura 3 e 4)

LESAI‘J MNO DMNA

Via RAS/ MAPK

@—'Q"’

Figura 4: A lesdo no DNA ativa a transcri¢ao da proteina p53 que poderd induzir a parada
no ciclo celular (ativacdo do gene p217) ou a apoptose (ativacao do gene bax). O
p33 promove a transcricdo do gene Mdm?2 que por sua vez € supressor das
fungdes do p53, criando desta forma um sistema de autoregulacdo negativa. O
fator E2F promove a progressdo do ciclo celular através da ativacado dos genes

ARF

da fase S e bloqueia a inibicdo do p53 através da ativacdo do gene p/4”" que

inibird a Mdm?2.
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Os complexos Ciclina E/CDK 2 e Ciclina D/CDK 4,6 promovem a fosforilacao
da pRb. Quando ha dano no DNA, o gene p353 induz a transcricdo de CKls (p21, p27, pS7 —
familia CIP/KIP e pl5, p16, p18 e p19 — familia INK4) que inibem as CDK 2 e CDK 4,6
impedindo a fosforilagdo da pRb e levando a parada do ciclo celular na fase G1 (BARTEK
& LUKAS, 2001; GUPTA et al, 2000; LEWIN, 1996; ROM et al, 2000; SIONOV &
HAUPT, 1999).

A transcricdo e a sintese protéica induzida pelo gene p53 no ponto de restricao
em G1 € extremamente lenta quando comparada com a rdpida inibicdo da CDK2 apés a
exposicdo a agentes genotdxicos. Além disso, a inibi¢do da atividade do complexo ciclina
E-CDK2, na fase tardia da G1, ocorre nas células que ndo possuem as funcdes dos genes
p33 e p21. Portanto, nas células de mamiferos existem dois mecanismos de acdo no ponto
de restricdio em G1; o primeiro é rdpido, transitério e independente da resposta do p33,
seguido por um tardio, dependente do eixo p53-p21 que é capaz de manter a interrup¢ao do
ciclo celular. Esta via rapida atua sobre o complexo Cdc25A (cell division cycle) que tem
uma funcdo essencial na transi¢cdo G1/S por eliminar a fosforilacao inibitoria da CDK2. Em
contraste com a importancia do p53 na manuten¢do da parada no ciclo na fase G1, ndo ha
qualquer evidéncia de que o p53 ou p2] atuem no controle da fase S. Nesta fase o controle
do ponto de restri¢do € exercido pela via que atua sobre o Cdc25A (BARTEK & LUKAS,
2001).

A célula entra na fase G2 apds completar a replicagdo do DNA. Neste momento
os niveis de ciclina B aumentam. Esta proteina forma um complexo com CDKI1, também
conhecida como Cdc2, para formar o MPF. Muitas células exibem uma parada em G2 apds
a exposicdo a agentes genotoxicos, como radiacdo ionizante, cisplatina e etoposideo.
Acredita-se que esta parada tenha uma funcdo protetora, permitindo que a célula repare o
DNA antes de terminar o ciclo celular. Como o complexo ciclina B/CDK1 € necessario
para a saida da fase G2 e inicio da mitose, a diminui¢do dos niveis de ciclina B, como &
vista na exposicdo a radiacio ionizante, tem sido responsabilizada pela parada no ciclo na
fase G2. Entretanto, este ndo deve ser o unico fator regulador, pois a fosforilagdo da Thr14

e Tyr1l5 na CDK1 torna o complexo ciclina B/CDKI1 inativo (GUPTA et al, 2000).
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Na fase G2 a proteina p53 pode induzir a parada no ciclo celular através da
ativacdo do gene /4-3-30. O seu produto seqiiestra a forma fosforilada da Cdc25C, a
fosfatase do complexo ciclina B/CDKI1, que é essencial para a transicio G2/M. Um
mecanismo adicional pelo qual a proteina p53 pode inibir o complexo ciclina B/CDKI1, ¢
através da indu¢ao de GADD45 que é capaz de romper esta ligagcdo provavelmente por

interacdo direta com a CDK1 (SIONOV & HAUPT, 1999).

B- Gene supressor p53

Inativacio do p53' é um dos eventos genéticos mais comuns na carcinogénese
humana, realgando a importancia do p53 como um gene supressor de tumores (Hupp et al,
2000). A proteina pS3 tem sido chamada de guardida do genoma devido ao seu papel na
prevencdo do acumulo de alteracdes genéticas. Esta funcdo € realizada através da indugdo da
parada no ciclo celular ou senescéncia para prevenir a replicacdo do DNA lesado. Entretanto, a
supressdo do desenvolvimento tumoral é dependente, em grande parte, da habilidade da p53
de eliminar as células aberrantes pelo processo de apoptose (SIONOV & HAUPT, 1999).

O gene p53 humano esta localizado no cromossomo 17p13 (FUJINO et al, 1995b;
MELO et al, 1998; MITSUDOMI et al, 1993) e consiste de 11 exons, sendo que o exon 1 ndo
€ codificante (MAY & MAY, 1999) (ANEXO 1).

O p53 manteve-se conservado durante a evolugdo (MAY & MAY, 1999).
Comparando-se as seqiiéncias de aminodcidos entre as espécies, a proteina p53 apresenta 5
regides altamente conservadas entre os seguintes aminodcidos: 13-23, 117-142, 171-181, 234-
250 e 270-286. Estas regides, chamadas de dominios I-V, sdo cruciais para as funcdes da p53
(MAY & MAY, 1999).

Os exons 2 a 11 codificam uma fosfoproteina (MILLER et al, 1992) de 393
aminoédcidos (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; GREENBLATT et al, 1994) com 53 kD
que pode ser subdividida em 4 unidades distintas e separdveis: um dominio de ativacao,
codificado pelos exons 2-4; um dominio de ligacdo ao DNA, codificado pelos exons 5-8; um
dominio de oligomerizacao e um dominio de localizacdo nuclear com atividade de ligacdo ao

DNA nao especifica, codificados pelos exons 9-11 (LEE & BERNSTEIN, 1995) (Figura 5).

' A grafia em itilico define o gendtipo e a grafia em romano, o fenétipo. Portanto, p53 refere-se ao gene e p53
a proteina p53.
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Tabela II. Estrutura do p53

Exon Nucleotideo Codons
Inicio Fim Inicio Fim
1 843 949 Nao codificante
2 11689 11790 1 24
3 11906 11927 25 32
4 12021 12299 33 125
5 13055 13238 126 186
6 13320 13432 187 224
7 14000 14109 225 260
8 14452 14588 261 306
9 14681 14754 307 331
10 17572 17678 332 366
11 18599 19876 367 393 + "stop codon”

Fonte: GenBank, Locus HSU94788, Accession U94788, Version U94788.1 GI1:3041866

Dominio de Dominio de
Transativagio Dominio de ligagio ao DHA  Tetramerizaga
- Y= e =

A

Exons 2-4 Exons 5-8 Exons 9-11

Figura 5: Representacdo esquemdtica da molécula p53. Dominio de transativacdo: listras
diagonais. Dominio de localizagdo nuclear: listas verticais. Dominio de
oligomerizagdo: listas horizontais. Dominios conservados durante a evolucdo: dreas

em preto aminodcidos (17-29, 97-292 e 324-352).
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O dominio de ativagdo (residuos 1-42) localiza-se na regido N-terminal e
provavelmente seqiiéncias proximas ao dominio sdo necessdrias a sua ativacao e funcdo plena.
As proteinas E1B-55 kDa do adenovirus, MDM2 humana, e X da hepatite B, ligam-se a

regido amino terminal e inibem sua fungao.

A parte central da proteina p53 (residuos 102 a 292) contém as quatro regides
conservadas II-V onde estdo concentradas cerca de 80-90% das mutacdes. A estrutura do
dominio central possui trés elementos em forma de laco (loop), o primeiro e o segundo (L1 e
L2) ligam-se ao DNA, e o terceiro (L3) une-se ao L1 estabilizando-o. Os lagos L2 e L3 estio
conectados a um atomo de zinco nos aminodcidos Cys 176, His 179 (L2), Cys 238 e Cys 242
(L3); o atomo de zinco estabiliza a estrutura dos lagos. (MAY & MAY, 1999).

Na regido carboxi-terminal localiza-se uma regido de ligacdo, aproximadamente
entre os residuos 300-318, que conecta o dominio central a regido C-terminal; € um dominio
de tetramerizacdo, ou oligomerizacdo, entre os residuos 323-356. Aparentemente, a
tetramerizagao € necessdria para a transativacao in vivo e para a supressao, mediada pelo p53,

do crescimento de células de carcinomas (MAY & MAY, 1999).

Adjacente ao dominio de oligomerizacdo, entre os aminodcidos 363-393, existe
uma regido que tem sido relatada como um dominio apoptético ou de regulacdo da transcrigao,

ou ainda, como um dominio de reconhecimento de dano no DNA. (MAY & MAY, 1999).

Apesar da proteina p53 estar envolvida em diversos processos celulares, incluindo
diferenciacdo e desenvolvimento, bem como envelhecimento e angiogénese (MAY & MAY,
1999; SIONOV & HAUPT, 1999), nenhuma funcao especifica foi identificada no crescimento
normal da maioria dos tipos celulares. Esta aparente contradicdo foi resolvida quando foi
descoberto que o p53 normal exerce um papel importante na mediacdo da parada do ciclo
celular e na inducdo da apoptose devido ao dano no DNA ou por outros fatores como hipdxia,
hiperéxia, ativagdo de oncogenes (MAY & MAY 1999; CADWELL & ZAMBETTI, 2001) e
hiperproliferacio (CADWELL & ZAMBETTI, 2001).
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Em alguns tipos celulares, a ativacdo do p53 desencadeia com maior freqii€ncia o
processo de apoptose do que a parada no ciclo celular. Alguns dos fatores que determinam o
tipo de resposta sdao independentes da acdo do p53, como por exemplo, presenga de fatores de
sobrevivéncia extracelulares, alteracdes em oncogenes e disponibilidade de fatores e co-fatores
de transcricdo. A atividade da p53 pode contribuir para a escolha da resposta, ja que o tipo e a
magnitude da agressdo celular influencia nos niveis e na atividade da proteina. A ativacio da
apoptose tem sido associada com niveis mais elevados de p53 quando comparado com o0s
niveis necessérios para inducdo da parada no ciclo celular (BALINT & VOUSDEN, 2001;
SIONOV & HAUPT, 1999).

A ativagdo da apoptose, ou morte celular programada, ainda € pouco
compreendida, mas sdo conhecidos vérios genes que sdo regulados pelo p53 e que sdo
responsaveis por induzir a apoptose (CADWELL & ZAMBETTI, 2001; SIONOV & HAUPT,
1999). Porém, a expressdo isolada de um gene usualmente € insuficiente para induzi-la
(SIONOV & HAUPT,1999). Um desses genes € o bax, e a expressdo de sua proteina é
suficiente para induzir a morte celular. Entretanto, em alguns tipos celulares a expressdao do
bax ndo € necessdria para a apoptose mediada pelo p53, pois outros genes como KILLER/DRS,
FAS/APOI (ambos sao receptores de membrana na superfamilia TNFR) e IGF-BP3 (insulin-
like growth factor binding protein 3) contribuem para a morte celular programada
(CADWELL & ZAMBETTI, 2001; SIONOV & HAUPT, 1999). Podemos concluir que a

apoptose mediada pelo p53 € conseqiiéncia da expressdo combinada de vérios genes, € a sua

resposta pode ser influenciada pelo tipo celular (CADWELL & ZAMBETTI, 2001).

Recentemente, foi descrito que um grupo de 14 genes chamados de PIGs (p33-

WAFI/CIPI <
1 , sdo

induced genes) que inclui 13 genes que controlam a oxi-redu¢do e o p2
induzidos pelo p53 normal (“wild-type”) e sdo ativados antes da apoptose induzida pelo p53.
Foi proposto que esses genes produzem espécies oxigénio reativas (ROS — reactive oxygen
species) que causariam danos a parede mitocondrial, por ativar a cascata da caspase, iniciando
desta forma o processo de apoptose (SHEIKH & FORNACE, 2000; BALINT & VOUSDEN,

2001).
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O p53 normal também € responsdvel por reprimir um grande nimero de
promotores celulares que podem ser importantes para a resposta a apoptose, ao controle do
ciclo celular ou a outra funcdo biolégica. A expressdao do fator Bcl-2 € suprimida pelo p53
normal, e a perda dessa supressdo por mutagdo ou inativacdo do p353 pode levar a
hiperexpressao do Bcl-2, e conseqiientemente, a diminui¢ao da resposta apoptética aos agentes
genotoxicos (veja figura 4). A expressdo do proto-oncogene c-myc também € regulada
negativamente pelo p53 normal, e niveis elevados de c-myc induzem a progressdo no ciclo
celular. Portanto, a perda da supressdao do c-myc devido a mutacdo no p353 pode induzir ao
crescimento celular contribuindo para a formacdo tumoral (CADWELL & ZAMBETTI,
2001).

Nas células normais a proteina pS3 € encontrada em baixos niveis em estado de
laténcia. Apds o dano ao DNA ela pode acumular e tornar-se ativa, rapidamente (CADWELL
& ZAMBETTI, 2001; LAKIN & JACKSON, 1999; SIONOV & HAUPT, 1999). Isto ¢
resultado do aumento da tradu¢do do mRNA (RNA mensageiro) do p53 e estabilizacdo da
proteina p53, que possui uma meia vida curta de aproximadamente 10 a 20 minutos. Muito
provavelmente, o aumento na meia vida € resultado de modificagdes pds-traducdo que alteram
a interacdo entre a p53 e as proteinas que promovem sua degradacdo, como a Mdm2 (Murine
Double Minute-2) (CADWELL & ZAMBETTI, 2001). O p53 induz a transcri¢ao do proto-
oncogene Mdm?2, que por sua vez é um supressor das funcdes do p353, criando desta forma um
sistema de autoregulacdo negativa. A Mdm?2 liga-se a por¢ao N-terminal da p53 bloqueando
sua interacdo com o sistema de transcricdo da célula. Além disso, a Mdm2 medeia a
exportacdo nuclear da p53, tornado-a alvo da destrui¢do pela via proteolitica mediada por
ubiquitina (ASHCROFT & VOUSDEN, 1999; BALINT & VOUSDEN, 2001; CADWELL &
ZAMBETTI, 2001; SIONOV & HAUPT, 1999).

A conversio da p53 da forma latente para a ativa é pouco conhecida. A
fosforilacdo pode ser um mecanismo importante na regulagcdo das suas atividades de supressiao
tumoral. Vdrias quinases foram descritas como capazes de fosforilar a p53 in vitro (BALINT
& VOUSDEN, 2001; CADWELL & ZAMBETTI, 2001), e provavelmente in vivo (BALH\IT
& VOUSDEN, 2001). Essas quinases sdao a quinase caseina 1 e 2, ATM (ataxia
teleangiectasia mutated), ATR (ATM/Rad3 related kinase), INK (jun N-terminal kinase),
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DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) e CHK 1 e 2 (BALINT & VOUSDEN, 2001;
LAKIN & JACKSON, 1999). Varios residuos N-terminais, incluindo Ser15, Ser20 e Ser33,
sdo fosforilados poucos minutos apds o dano no DNA inibindo a sua interacdo com a Mdm?2.
Além disso, a acetilacdo pode influenciar a ativacdo e as funcdes da p53. Provavelmente, os
mecanismos de regulacdo da p53 se sobrepdem, pois a fosforilagao dos residuos na porcao N-

terminal facilita a acetilacdo dos sitios da regido C-terminal, formando uma cascata em

resposta a lesdao do DNA (BALINT & VOUSDEN, 2001; CADWELL & ZAMBETTI, 2001).

Recentemente, foram descritos dois genes homélogos ao p353, chamados de p63 e
p73. A estrutura das proteinas p63 e p73 sdo semelhantes a da pS53. Esses genes sdo
conhecidos hd pouco tempo e por isso suas fun¢des ndo sio bem conhecidas. E possivel que
pS3, p63 e a p73 participem de algumas vias comuns na induc¢do da apoptose. Além do mais,
mutacdes nos genes p63 e p73 nao sdo freqiientes e a sua importdncia no processo de

carcinogénese ¢ desconhecida (SHEIKH & FORNACE, 2000).

C- Gene K-ras

A familia ras é formada por 3 genes que sdo associados a carcinogénese em
humanos: H-ras, K-ras e N-ras (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; MILLS et al, 1995a;
SZABO et al, 1993; RODENHUIS & SLEBOS, 1990; SMIT et al, 1996; WESTRA et al,
1996) que estdo localizados no brago curto dos cromossomos 11, 12 e 1, respectivamente
(MELO et al, 1997). Sao os oncogenes mais freqlientes nas neoplasias

humanas.(RODENHUIS & SLEBOS, 1990; WESTRA et al, 1993).

Os trés genes codificam uma proteina de 21 kD (p21™) localizada na face interna
da membrana celular que se liga ao difosfato de guanosina (GDP) e ao trifosfato de
guanosina (GTP) (ANDERSON & SPANDIDOS,1993; BIRRER & BROWN, 1992;
KOBAYASHI et al, 1990; SMIT et al, 1996; SLEBOS et al, 1991), e tem atividade GTPase
intrinseca; a forma ativa estd ligada ao GTP e a inativa ao GDP (ANDERSON &
SPANDIDOS, 1993). A p21™ participa da transdugio de sinais extracelulares para o interior

da célula, através de mecanismos mediados via receptor, durante a divisdo celular
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(ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; BIRRER & BROWN, 1992; RODENHUIS &
SLEBOS, 1990; SMIT et al, 1996). O sinal é transmitido por uma cascata de quinases,
resultando na ativacdo da MAPK (Mitogen-activated protein kinases) que € translocada para o

nucleo e ativa os fatores de transcricao (ROM et al, 2000). (Figura 6)

TGO
e Extra celular

Nicleo < MYC
=
Expresséo- CUN

de genes

Figura 6: Via e transducdo do gene K-ras. TGFa Fator de crescimento tumoral a; SHC:
Complexo homoélogo Src; SOS: Sons of Sevenless; GRB2: Proteina ligante de
resposta ao fator de crescimento; GAP: Proteina ativadora de GTPase; GDP:

Guanosina difosfato; GTP: Guanosina trifosfato; MEK: Quinase MAPK/ERK
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A transformagdo do gene ras em oncogene ocorre apos a mutacdo em uma base
no codon 12, porém pode ocorrer também nos codons 13 e 61 (ANDERSON &
SPANDIDOS, 1993; KOBAYASHI et al, 1990; MILLS et al, 1995a; RODENHUIS &
SLEBOS, 1990; SLEBOS et al, 1991; SMIT et al, 1996). A presenca de mutagdes em outros
codons € rara, mas j4 foi encontrada nos codons 3, 8 (GEALY et al, 1999), 59 e 63 (WANG
et al, 1998a).

A mutacdo caracteriza-se pela substituicio de um aminoicido proximo ao

1 ras

dominio de ligacdo com a GTP, ocasionando a perda da atividade GTPase da p21™. Essa
perda impede a passagem da proteina da fase ativa para a inativa, perpetuando a transducio
inapropriada de sinais de crescimento (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; RODENHUIS

& SLEBOS, 1990; SLEBOS et al, 1991; SMIT et al, 1996).

Recentemente foi relatado que o K-ras normal tem func¢des de gene supressor, €
seria capaz de reduzir o potencial transformador do ras oncogénico. Finney & Bishop
mostraram que uma mutagcdo de ponto no gene Hrasl nao € suficiente para transformagao
neoplasica em linhagens celulares, e que pelo menos um evento adicional, seja a amplificacio
do alelo mutante ou a perda do alelo normal, é necessério (FINNEY & BISHOP, 1993). Estas
observacgdes levaram a hipétese de que o alelo ras ativado nao €, por si s6, dominante sobre o
alelo normal, e que este pode agir como um supressor da carcinogénese ou transformacao
celular induzida pelo alelo mutante. Zhang e colaboradores demonstraram que a presenca do
alelo K-ras2 normal estd associado com reducdo da carcinogénese em pulmoes de ratos, e do
fenétipo tumoral de linhagens celulares. Morfologicamente, a perda do alelo normal resultou
em adenocarcinomas de pulmao altamente indiferenciados em um curto periodo de tempo,
sugerindo que o Kras2 normal possa promover a diferenciacdo de células pulmonares. Este
estudo também mostrou que, a atividade da ERK (Extracellular signal Regulated Kinase)
pode ser inibida pelo aumento da expressio do Kras2, e este poderia ser 0 mecanismo

molecular da atividade inibitéria do alelo normal (ZHANG et al, 2001).
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2. OBJETIVOS
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A- Objetivo Geral

Iniciar pesquisa na drea de biologia molecular em cincer de pulmio no
Servico de Oncopneumologia da FCM/UNICAMP, na tentativa de obter dados para

melhorar a abordagem desta doenca.

B- Objetivos especificos:

1.Pesquisar a freqiiéncia de mutacdes nos genes p53 e K-ras em pacientes com

carcinoma bronquico, através da bidpsia por broncoscopia.
2.Analisar o espectro mutacional do gene p53 na nossa populagdo.

3.Pesquisar a presenca de mutacdes nos genes p53 e K-ras na carina traqueal

normal por broncoscopia, em pacientes com carcinoma bronquico.

4 Pesquisar a presenca de células neopldsicas em carina traqueal com aspecto

normal na broncoscopia.

5.Correlacionar a presenga de mutacdes no gene p53 com tabagismo,

estadiamento anatdmico e progndstico.
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53



3. MATERIAIS E METODOS

55



A- Pacientes

Sessenta e um pacientes encaminhados ao Servico de Oncopneumologia das
Disciplinas de Pneumologia e Cirurgia Tordcica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, no periodo de mar¢o/1999 a outubro/2001, submetidos a fibrobroncoscopia
para diagnéstico histolégico foram incluidos no estudo. Os critérios de exclusdo foram:
antecedente de doenca neoplédsica, exceto carcinoma basocelular; tratamento

quimioterdpico ou radioterdpico prévio.

A fibrobroncoscopia foi realizada por via transnasal com anestesia local
(broncoscépio Olympus BF-1T20D; Olympus; Téquio, Japao). Primeiro, foi realizado
bidpsia da carina principal desde que esta estivesse com aspecto normal, e posteriormente
foi obtido o fragmento do tumor (pincas Olympus Standart FB-21C-1 ou Olympus
Fenestrada FB-19C-1; Olympus; Téquio, Japao). Esta seqiiéncia foi estabelecida para evitar
a contaminacdo da pinca e do broncoscépio por células tumorais.. Apds a coleta, as
amostras separadas para a anatomia patoldgica foram conservadas em formol 12%, e as
amostras para andlise molecular foram preservadas em nitrogénio liquido (-70°C) até o
momento da extracdo do DNA ou entdo, foram encaminhadas para extracdo imediatamente
ap6s a coleta. Nao houve diferenca na qualidade do DNA obtido dos fragmentos
conservados em nitrogénio em relacdo ao DNA extraido logo apds a broncoscopia. As
amostras foram identificadas pela ordem de entrada do paciente seguida da letra “T” para

identificar a bidpsia do tumor e “M” para amostra da mucosa normal.

Os dados dos pacientes e a evolugdo, foram obtidos durante 0 acompanhamento
clinico e/ou do prontuario médico. Os dados foram coletados em uma ficha de
acompanhamento clinico e transpostos para um banco de dados que foi elaborado com o

programa Epilnfo 6.

A classificagdo histoldgica foi realizada segundo a classificagdo da Organizacao
Mundial de Saidde 1981, e o estadiamento anatomico foi realizado pelo sistema TMN
proposto por Mountain (MOUNTAIN, 1997). A condic¢ao clinica (performance status) foi
avaliada pela escala de Zubrod (ZUBROD et al, 1960).
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O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da institui¢do, e todos os pacientes foram orientados e assinaram o termo de

consentimento pds-informacao.

B- Rotina do laboratorio

Para pesquisa de mutagdes foram realizadas as seguintes técnicas, conforme a

amostra:

Gene p53 em bidpsia de tumor e mucosa, de todos os tipos histolégicos:
rastreamento por polimorfismo de conformagdo em hélice simples (SSCP) e

seqiienciamento das amostras com mobilidade eletroforética alterada;

Gene K-ras em bidpsia de mucosa, de todos os tipos histolégicos:
rastreamento por SSCP e seqiienciamento das amostras com mobilidade

eletroforética alterada;

Gene K-ras em bidpsia de tumor, de adenocarcinomas e carcinomas de

grandes células: seqiienciamento direto;

Gene p53 em DNA obtido do sangue de doadores (grupo controle) para

confirmacdo da mutacdo encontrada no codon 295: seqiienciamento direto.

O seqiienciamento do gene p53 foi comparado com o GenBank U94788, e o do

gene K-ras foi comparado com a seqiiéncia descrita por Kahn e colaboradores (KAHN

et al, 1987).

As rotinas e técnicas utilizadas no laboratério estdo detalhadas a seguir.

1- Extracio de DNA a partir de biopsia

Os fragmentos de bidpsias foram submetidos a lise em uma solugdo tampao de

extracdo Tris-HCI 0,IM pH 7,5 (SIGMA) + SDS 1% (dodecilssulfato de s6dio- GIBCO

BRL) e adicionou-se 10ul de uma solu¢do contendo 10mg/ml de proteinase K (GIBCO

BRL). A solugdo foi incubada a 55°C por 3 horas ou “overnight”.
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Apé6s a incubagdo foram adicionados 200ul de Fenol (ULTRA CHEM),
homogeneizando-se no vortex por 20 segundos e colocando-se mais 200 ul da mistura de
cloroférmio (SYNTH) mais dlcool isoamilico (MERCK) na propor¢do 24:1. A amostra foi
agitada e centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm.

O sobrenadante foi transferido para um novo ‘“eppendorf’, repetindo-se o
procedimento acima. Uma mistura de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) foi entdo

adicionada (volume/volume) repetindo-se a centrifugagao.

Seguindo-se a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitacdo
do 4cido nucléico foi conduzida pela adi¢dao de 25 pl de acetato de s6édio 3M pH 5,3 e 900
ul de etanol absoluto gelado (MERCK). A mistura foi homogeneizada e incubada no
freezer —80°C por 30 minutos. Apds a incubagdo a amostra foi centrifugada a 13.000rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” lavado com 900 ul de etanol
70% gelado, repetindo-se a centrifugacdo e descarte do sobrenadante. O DNA foi
solubilizado em d4gua destilada estéril e teve sua concentracdo estimada em
espectrofotometro GeneQuant (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Consideraram-
se adequadas as amostras com razdo entre 1.6 e 1.8, que é dada pela relacdo

espectrofotométrica de OD 260/0D 280.

2- Amplificacao e PCR-SSCP para rastreamento de mutacoes no gene p53

O rastreamento dos exons 5 a 10 do gene p53 foi realizado pelo método de
polimorfismo de conformacido em hélice simples (SSCP), conforme descrito por Orita e
colaboradores (ORITA et al, 1989). O método ndo radioativo foi utilizado com o

equipamento “PhastSystem” (PHARMACIA BIOTECH, UPPSALA, SWEDEN).

A amplificacdo da PCR para os exons 5 a 10 do gene p53 foi realizada com a
utilizacdo de 0,2 ug de DNA gendmico (de 1 a 2ul, dependendo da concentracdo do DNA);
0,5ul de “primer sense”, 0,5 ul do “primer anti-sense” a uma concentragdo de 15 a 20
pmoles de cada (CLONTECH- PALO ALTO, CA), 5 ul de tampao para PCR (Tris-HCI
200mM pH 8,4 + KCI1 500mM), 1ul do mix de dNTP 10mM, 1,5ul MgCl, 50 mMe 1 a 1,5
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unidade de Taq Polimerase (GIBCO-BRL) em um volume final de 50 ul. Foram realizados
35 ciclos de desnaturacao (94°C) anelamento (x°C) e extensdo (72°C) em aparelho ciclador
de temperatura PTC-100 (MJ-RESEARCH). O dltimo ciclo teve um periodo de extensdao
prolongado por 7 minutos. Os produtos da reacao foram separados em gel de agarose 1,5 ou
2,0%, corados com brometo de etidio e visualizados sob iluminagcdo ultravioleta. A
seqiliéncia dos “primers”, temperatura de anelamento e tamanho do fragmento amplificado

estdao descritos na tabela III.

A amplificagdo do exon 4 do gene p53 foi padronizada com uma amostra de
tumor retirado cirurgicamente mas, a mesma padroniza¢do ndo funcionou para as amostras

de bidpsias obtidas por broncoscopia (ANEXO 2).

Tabela III: seqiiéncia dos primers utilizados (Clontech- Palo Alto, CA), tamanho do
fragmento amplificado e temperatura de anelamento utilizados para o rastreamento dos

exons 5 a 10 do gene p53

EXON SEQUENCIA FRAGMENTO T.A
AMPLIFICADO (°C)

PUS 5°-CTC TTC CTA CAG TAC TCC CCT GC-3 211pb 59
PD5 5°-GCC CCA GCT GCT CAC CAT CGC TA-3°

PU6 5°-GAT TGC TCT TAG GTC TGG CCC CTC-3° 185pb 65
PD6 5°-GGC CAC TGA CAA CCA CCCTTA ACC-3°

PU7 5°-GTG TTA TCT CCT AGG TTG GCT CTG-3" 139pb 63
PD7 5°-CAA GTG GCT CCT GAC CTG GAG TC-3°

PU8 5-ACCTGA TTT CCT TAC TGC CTC TTG C-3° 200pb 62
PDS 5°-GTC CTG CTT GCT TAC CTC GCT TAG T-3°

PU9 5°-GCC TCT TTC CTA GCA CTG CCC AAC-3° 102pb 59
PD9 5°-CCC AAG ACT TAG TAC CTG AAG GGT G-3°

PU10 5°-TGT TGC TGC AGA TCC GTG GGC GT-3* 131pb 60

PD10 5°-GAG GTC ACT CAC CTG GAG TGA GC-3

PU: “Primer sense” PD:”Primer anti-sense” T.A:Temperatura de Anelamento
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A uma aliquota de 3ul do produto da PCR foram adicionados uma solucao
desnaturante contendo 95% de formamida (GIBCO — BRL), 0,1% de azul de bromofenol
(MERCK), 0,1% de xileno cianol (SIGMA) e EDTA (GIBCO - BRL) a 10mM pH 8,0. A

diluicdo se deu nas seguintes proporcoes: 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4.

A mistura foi levada ao termociclador para desnaturar a 95° C por 5 minutos e
colocada no gelo rapidamente; 1,0ul da amostra desnaturada foi separada em um gel de
poliacrilamida 20% homogéneo de tamanho 43 x 50 x 45mm, em tampao acetato 0,112M e

Tris 0,112M pH 6,4 (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).

As condic¢des da corrida, baseadas nos dados de Mohabeer e colaboradores,

1991, foram:
a) Paraosexons 5,6,7,8¢9:
1-  Pré-corrida: 400V; 5,0 mAmp; 1,0W;15°C; 10Vh
2-  Aplicacdo das amostras: 25V; 5,0mAmp; 1,0W; 15°C; 2Vh
3- Corrida:
Exon 5: 150V; 5,0mAmp; 1W; 15°C; 270Vh
Exon 6: 150V; 5,0mAmp; 1W; 15°C; 200Vh
Exon 7: 150V; 5,0mAmp; 1W; 15°C; 150Vh
Exon 8: 150V; 5,0mAmp; 1W; 15°C; 250Vh
Exon 9: 150V; 5,0mAmp; 1W; 15°C; 190Vh
b) Para o exon 10:
1- Pré-corrida: 400V; SmAmp; 1W; 4°C; 10Vh
2- Aplicagdo das amostras: 25V; SmAmp; 1W; 4°C; 2Vh

3- Corrida: 90V; SmAmp; 1W; 4°C; 200Vh
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Diferentes condi¢des de temperatura e relagdo voltagem/hora foram testadas
para cada exon. As condicoes relatadas acima foram as que possibilitaram melhor migragcao

eletroforética no SSCP.

A coloragdo dos géis foi realizada no equipamento PhastSystem seguindo as

seguintes etapas:
1- Acido Tricloroacético (MERCK) 20% por 5 minutos a 26°C;
2- Glutaraldeido (MERCK) 5% por 5 minutos a 50°C;
3- Agua deionizada por 2 minutos a 50°C (2 vezes);
4- Nitrato de Prata (MERCK) 0,4% por 8 minutos a 40°C;
5- Agua deionizada por 30 segundos a 30°C (2 vezes);

6- Carbonato de sédio (MERCK) 2,5%, contendo formaldeido (SIGMA) 0,01%

por 30 segundos a 30°C, seguida por outra incubag@o por 5 minutos a 30°C;
7- Acido Acético (MERCK) 5% por 2 minutos a 50°C;

8- Glicerol (INVITROGEN- LIFE TECHNOLOGIES) 13% por 3 minutos a
50°C.

Funcdo de cada reagente para a coloracdo do gel (revelacdo das bandas):
- Acido Tricloacético: fixador;

- Glutaraldeido: sensibilizador;

- Agua: lavagens;

- Prata: corante;

- Carbonato de calcio + formaldeido: revelador;

- Glicerol: conservante;

- Acido Acético: interrupgdo da reagdo.
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3- Seqiienciamento do gene p53

Para a confirmacdo das alteracdes de mobilidade eletroforética encontradas no
gene p53, utilizou-se o seqilenciamento automatizado com o aparelho ABI PRISM 377

DNA SEQUENCER (APPLIED BIOSYSTEMS).
A- Purificacao para seqiienciamento

Antes do seqiienciamento, a rea¢do de PCR foi purificada com a utilizacao do
“QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN)” ou do “Concert Rapid PCR Purification
System” (LIFE TECHNOLOGIES), seguindo-se as instru¢des do fabricante, como sera

descrito a seguir:
- Procedimento n°1 (QIAGEN):

1- Verificar o volume da PCR e acrescentar 5X o volume de tampao PB. Ex: 20

ul de PCR + 100 pl de tampao PB ou 40ul de PCR+ 200ul de tampao PB;
2- Transferir para a coluna;
3- Centrifugar por um minuto a 13.000 rpm;
4- Descartar o eluente e colocar a coluna no mesmo tubo;
5- Acrescentar 750ul de tampao PE para lavagem;
6- Centrifugar um minuto a 13.000 rpm;
7- Descartar o eluente;

8- Colocar a coluna novamente no mesmo tubo e centrifugar mais uma vez (um

minuto a 13.000 rpm) para remover o etanol residual;

9- Colocar a coluna em um novo ‘“eppendorf” (1,5 ml), previamente

identificado;
10- Acrescentar bem no centro da coluna de 15 a 20ul de tampao EB;
11- Deixar 1 minuto a temperatura ambiente;
12- Centrifugar um minuto a 13.000 rpm;

13- Agora o eluente é o produto da PCR purificado.
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- Procedimento n°2 (LIFE TECHNOLOGIES):

Antes de comegar o procedimento pré-aquecer uma aliquota do tampao TE a

65- 70°C. Adicionar 30ml de etanol no Wash Buffer (H2).

I- Adicionar 400ul do “Binding Solution” (H1) na reacdo amplificada e
misturar. Nao é necessario remover o 6leo. Usar 400 ul de H1 para a reacdo
amplificada com menos de 100 pl, caso a PCR tenha um volume maior que
100 pl, ajustar o volume em 4:1 (para uma proporcdo de Hl:reagcdao
amplificada);

2- Colocar a coluna dentro de um tubo para lavagem de 2ml. Encher a coluna

com a mistura acima (H1 + reacdo de PCR);
3- Centrifugar em microcentrifuga por 1 minuto a 13.000 rpm;
4- Descartar o sobrenadante;
5- Adicionar 700 ul de “Wash Buffer” (H2) na coluna;
6- Centrifugar em microcentrifuga por 1 minuto a 13.000rpm:;

7- Descartar o sobrenadante e centrifugar novamente por 1 minuto para

remover todo o residuo do “Wash Buffer”;

8- Colocar a coluna dentro de um “eppendorf” de 1,5ml. Adicionar 15 pl do

tampao TE aquecido, bem no centro da coluna;

9- Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto e entdo centrifugar por 2

minutos.

B- Quantificacio da PCR purificada

A quantificac¢do do produto da PCR purificada foi feita em gel de agarose 1,5%,
aplicando-se 2 pl do Low DNA Mass Ladder (GIBCO-BRL) mais 2 pl do azul de
bromofenol (MERCK) no primeiro poco. Nos demais, 2 ul das amostras com 2 ul do azul
de bromofenol (MERCK). A eletroforese foi realizada em aproximadamente 100 ml de

tampao TEB a 90 volts por 20 minutos.
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Tendo como resultado a quantificagdo de cada banda em ng/ul, foi calculada a
reacdo de seqiienciamento usando-se de 5 a 10ng da PCR purificada, 1ul do primer na
concentracdo de 1,6 pmol, 2ul de BigDye (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit 1.0 with AmpliTag DNA Polymerase, FS- AppliedBiosystems) que contém:
dNTPs, ddNTPs, AmpliTaqg DNA polimerase, MgCl,, tampao Tris- HCl) e a quantidade
necessdria de dgua para completar 10ul. Os primers utilizados foram os mesmos da reacao

de PCR, diferindo apenas na concentragdo (1,6 pmol).

A reacgdo de seqiienciamento consistiu de um ciclo de 96°C por 10 segundos; 25
ciclos de 96°C por 10 segundos; 57°C por 5 segundos; 60°C por 4 minutos; o tltimo ciclo
foi prolongado por 10 minutos no aparelho ciclador de temperatura PTC-100 (MJ —

RESEARCH).

Ao final dos ciclo, a reacdo de seqiienciamento foi purificada com &lcool

isopropilico 75% e etanol 70% conforme os passos a seguir:

1- Adicionar 40ul de dlcool isopropilico 75% (SYNTH);

2- Homogeneizar com o auxilio do vortex e incubar a temperatura ambiente no

escuro por 20 minutos;

3- Centrifugar a 13.000 rpm por 25 minutos (temperatura ambiente);

4- Remover todo o sobrenadante (com muito cuidado, pois o DNA estara

grudado na parede do “eppendorf”);

5- Adicionar 125pl de etanol 70%;

6- Homogeneizar com o auxilio do vortex e centrifugar por 5 minutos a 13.000

rpm;
7- Remover todo o sobrenadante;

8- Secar as amostras no termociclador a 65 °C por 10 minutos (com a tampa do

termociclador aberta);
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9- Antes de aplicar as amostras em gel de poliacrilamida, dilui-las com 2ul de
um corante contendo Formamida (GIBCO-BRL) + Blue Dextran 2000
(Amershan Pharmacia) + EDTA (GIBCO-BRL);

10- Centrifugar brevemente a 12.000 rpm e desnaturar a 95 °C por 5 minutos;
11- Retirar do termociclador e incubar no gelo por 2 a 3 minutos;

12- Aplicar os 2ul da(s) amostra(s) no gel de poliacrilamida do seqiienciador
automdtico (ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER - PERKIN ELMER)
(ANEXO 3).

OBS: O seqiienciamento automatizado foi feito no HEMOCENTRO/
UNICAMP.

4- Amplificacao do gene K-ras

As amplificacdes dos codons 12,13 e 61 do gene k-ras foram realizadas por
meio da técnica de PCR, na qual utilizou-se para cada tubo de reacdo, 0,2 ug de DNA
genOmico (de 1 a 2ul, dependendo da concentragdo do DNA); 0,5ul do “primer sense”; 0,5
pl do “primer anti-sense” a uma concentracdo de 50 pmoles cada (SUGIO et al, 1992); 5 ul
de tampao para PCR (Tris-HCI 200mM + KCI 500mM), 1ul do mix de dNTP 10mM, 1,5ul
de MgCl, 50 mM) e uma unidade de Taq Polimerase (GIBCO-BRL) em um volume final
de 50 pl. Foram realizados 35 ciclos de desnaturacao (94°C) anelamento (56°C) e extensao
(72°C) em aparelho ciclador de temperatura PTC-100 (MJ-Research). O dltimo ciclo teve
um periodo de extensdo prolongado por 7 minutos. Os produtos da reacdo foram separados
em gel de agarose 2,0%, corados com brometo de etidio e visualizados sob iluminagao

ultravioleta.
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Tabela IV: Seqiiéncia dos primers para o gene K-ras.

Codon Seqiiéncia 5'-3' Tamanho do fragmento (pb)
GACTGAATATAAACTTGTGG
12,13 108
CTATTGTTGGATCATATTCG
61 TTCCTACAGGAAGCAAGTAG 18
CACAAAGAAAGCCCTCCCCA

5- Seqiienciamento do gene K-ras.

As amostras de DNA de pacientes com tipo histolégico grande células e

adenocarcinoma foram seqiienciadas diretamente.

Utilizou-se o seqiienciamento automatizado com o aparelho ABI PRISM 377

DNA SEQUENCER (PERKIN ELMER).
A- Purificacdo para seqiienciamento

Antes do seqiienciamento, a reagdo de PCR foi purificada com o QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN) ou com o Concert Rapid PCR Purification System (LIFE

TECHNOLOGIES), seguindo-se as instru¢des do fabricante, como serd descrito a seguir:
- Procedimento n°1 (QIAGEN):

1. Verificar o volume da PCR e acrescentar 5X o volume de tampao PB. Ex: 20

ul de PCR + 100 pl de tampao PB ou 40ul de PCR+ 200ul de tampao PB;
2. Transferir para a coluna;
3. Centrifugar por um minuto a 13.000 rpm;
4. Descartar o eluente e colocar a coluna no mesmo tubo;

5. Acrescentar 750ul de tampao PE para lavagem;

Materiais e Métodos

67



6. Centrifugar um minuto a 13.000 rpm;

7. Descartar o eluente;

8. Colocar a coluna novamente no mesmo tubo e centrifugar mais uma vez (um

minuto a 13.000 rpm) para remover o etanol residual;

9. Colocar a coluna em um novo “eppendorf” (1,5 ml), previamente

identificado;

10. Acrescentar bem no centro da coluna de 15 a 20ul de tampao EB;

11. Deixar 1 minuto a temperatura ambiente;

12. Centrifugar um minuto a 13.000 rpm;

13. Agora o eluente é o produto da PCR purificado.

- Procedimento n°2 (LIFE TECHNOLOGIES):

Antes de comecar o procedimento pré-aquecer uma aliquota do tampao TE a

65-70°C. Adicionar etanol no “Wash Buffer” (H2).

1. Adicionar 400ul do “Binding Solution” (HI) na reacdo amplificada e
misturar. Nao € necessdrio remover o 6leo. Usar 400 ul de H1 para a reacdo
amplificada com menos de 100 pl, caso a PCR tenha um volume maior que
100 ul, ajustar o volume em 4:1 (para uma proporcdo de Hl:reagcdao

amplificada);

2. Colocar a coluna dentro de um tubo para lavagem de 2ml. Encher a coluna

com a mistura acima (H1 + reacdo de PCR);

3. Centrifugar em microcentrifuga por 1 minuto a 13.000rpm;

4. Descartar o sobrenadante;

5. Adicionar 700 ul de “Wash Buffer” (H2) na coluna;
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6. Centrifugar em microcentrifuga por 1 minuto a 13.000 rpm;

7. Descartar o sobrenadante e centrifugar novamente por 1 minuto para

remover todo o residuo do “Wash Buffer”;

8. Colocar a coluna dentro de um “eppendorf” de 1,5ml. Adicionar 15 pul do TE

Tampao aquecido, bem no centro da coluna;

9. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto e entdo centrifugar por 2

minutos;

10. Agora o eluente € o produto do PCR purificado.

B- Quantificacio da PCR purificada

A quantificac¢do do produto da PCR purificada foi feita em gel de agarose 1,5%,
aplicando-se 2 pul do Low DNA Mass Ladder (GIBCO-BRL) mais 2 pl do azul de
bromofenol (MERCK) no primeiro poco. Nos demais, 2 ul das amostras com 2 ul do azul
de bromofenol (MERCK). A eletroforese foi realizada em aproximadamente 100 ml de

tampao TEB a 90 volts por 20 minutos.

Tendo como resultado a quantificagdo de cada banda em ng/ul, foi calculada a
reacdo de seqiiénciamento, usando-se de 5 a 10ng da PCR purificada, 1ul do primer na
concentracdo de 1,6pmol, 2ul de BigDye (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit v 1.0 with AmpliTaq DNA Polymerase, FS- AppliedBiosystems) que contém :
dNTPs, ddNTPs, AmpliTaqg DNA polimerase, MgCl,, tampao Tris- HCI e a quantidade
necessdria de dgua para completar 10ul. Os primers utilizados foram os mesmos da reagcao

de PCR, diferindo apenas na concentragao (1,6pmol).

A reacdo de seqiienciamento consistiu de um ciclo de 96°C por 10 segundos; 25
ciclos de 96°C por 10 segundos; 57°C por 5 segundos; 60°C por 4 minutos; o ultimo ciclo
foi prolongado por 10 minutos no aparelho ciclador de temperatura PTC-100 (MJ —
RESEARCH).
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Ao final do ciclo, a reacdo de seqiienciamento foi purificada com dlcool

1sopropilico 75% e etanol 70% conforme os passos a seguir:
1- Adicionar 40ul de édlcool isopropilico 75% (SYNTH);

2- Homogeneizar com auxilio do vortex e incubar a temperatura ambiente no

escuro por 20 minutos;
3- Centrifugar a 13.000 rpm por 25 minutos (temperatura ambiente);

4- Remover todo o sobrenadante (com muito cuidado, pois o DNA estara

grudado na parede do “eppendorf™);
5- Adicionar 125ul de etanol 70%;

6- Homogeneizar com auxilio do vortex e centrifugar por 5 minutos a 13.000

rpm;
7- Remover todo o sobrenadante;

8- Secar as amostras no termociclador a 65 °C por 10 minutos (com a tampa do

termociclador aberta);

9- Antes de aplicar as amostras em gel de poliacrilamida, dilui-las com 2ul de
um corante contendo Formamida (GIBCO-BRL) + Blue Dextran 2000
(Amershan Pharmacia) + EDTA (GIBCO —-BRL);

10- Centrifugar brevemente a 12.000 rpm e desnaturar a 95 °C por 5 minutos.;
11- Retirar do termociclador e incubar no gelo por 2 a 3 minutos;

12- Aplicar os 2ul da(s) amostra(s) no gel de poliacrilamida do seqiienciador

automatico (ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER - PERKIN ELMER) .

OBS: O seqiienciamento automatizado foi feito no HEMOCENTRO/
UNICAMP.
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6- SSCP para rastreamento de mutacoes no gene K-ras em mucosas.

Nas amostras de mucosa em que ndo havia exame histolégico, foi realizado o
rastreamento dos codons 12, 13 e 61 pelo método de polimorfismo de conformagdo em
hélice simples (SSCP — Single Strand Conformation Polymorphisms), conforme descrito
por Orita e colaboradores (ORITA et al, 1989). O método nao radioativo foi utilizado com

o equipamento ‘“PhastSystem” (PHARMACIA BIOTECH, UPPSALA, SWEDEN).

A uma aliquota de 3ul do produto da PCR foram adicionados uma solugio
desnaturante contendo 95% de formamida (GIBCO — BRL), 0,1% de azul de bromofenol
(MERCK), 0,1% de xileno cianol (SIGMA) e EDTA (GIBCO — BRL) 10mM pH 8,0. A

diluicao se deu nas seguintes proporc¢oes: 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4.

A mistura foi levada ao termociclador para desnaturar a 95° C por 5 minutos e
colocada no gelo rapidamente. Um microlitro da amostra desnaturada foi separada em gel
de poliacrilamida 20% homogéneo de tamanho 43 x 50 x 45mm, em tampdo acetato

0,112M e Tris 0,112M pH 6,4 (Amersham Pharmacia Biotech).
Padronizagdo no “PhastSystem” dos codons 12, 13 e 61 para o gene K-ras:
1- Pré- corrida: 400V; 10mAmp; 2,5W; 15°C; 100Vh
2- Aplicagdao :400V; 1 mAmp; 2,5W; 15°C; 3Vh

3- Corrida  :400V; 10mAmp; 2,5W; 15°C; 300Vh

7- Extracido de DNA de sangue do grupo controle para o SSCP, e para o

seqiienciamento do codon 295

Para a lise das hemadcias utiliza-se uma solu¢do de Cloreto de Amonia

(MERCK) 100 ml + Bicarbonato de Amo6nia (MERCK) 10ml.

1. Centrifugar a 1200rpm por 10 minutos o sangue coletado (tubo de

hemograma-EDTA);

2. Retirar a papa leucocitdria e passar para um tubo conico, contendo a solucao

de Cloreto de Amoénia + Bicarbonato de Amonia;
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Homogeneizar por inversao de Smin em 5 minutos por 15 minutos;
Centrifugar por 15min a 3000 rpm;

Retirar o sobrenadante e repetir o procedimento até que o “pellet” esteja

branco e sem hemacias;

A este “pellet”, adicionar 10ml de tampao de lise leucécitos (10ml de NaCl
5M; 25ml de EDTA 0,2M; 2,5ml de Tris-HCI 2M pH7,5 e 500ml de dgua
estéril e destilada), 4,2g de uréia + 1ml de SDS 20%;

Dissolver o “pellet” e deixar em banho-maria a 37°C “overnight”;
Adicionar 1 volume de fenol: cloroférmio 1:1;
Agitar 10min lentamente;

Centrifugar por 10min a 3000 rpm;

Transferir a fase superior para outro tubo com cuidado para ndo pegar a

camada interfasica (proteinas que estio sendo retiradas);
Repetir a extracdo com fenol-cloroférmio;
Fazer duas extragdes com cloroférmio + alcool isoamilico 24:1;

Apoés a ultima extragdo, transferir a fase superior para um novo tubo,
adicionar 25ul de acetato de so6dio 3M pH 5,2 e homogeneizar por

Inversao;

Adicionar 2,5 vol de etanol absoluto gelado —20°C e homogeneizar até que

o DNA esteja totalmente precipitado;
Transferir o DNA para um “eppendorf” e adicionar 1ml de etanol 70%;
Centrifugar por 10min a 13000 rpm;

Desprezar o sobrenadante e deixar o tubo secar (10 minutos) a temperatura

ambiente;

Ressuspender o DNA em agua estéril.

Materiais e Métodos
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4. RESULTADOS
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Foram obtidas amostras de carcinoma bronquico de 61 pacientes, e em 10 ndo
houve amplificacio de DNA. Dos 51 pacientes selecionados, 42 eram portadores de
carcinoma de pulmdo ndo pequenas células (82,4%) e 9 de carcinoma de pulmio de
pequenas células (17,6%). O carcinoma epiderméide correspondeu a 49% (25/51) dos
casos, o adenocarcinoma a 17,6% (9/51), carcinoma indiferenciado de grandes células e

carcinoma indiferenciado tiveram a mesma freqiiéncia, 7,8% (4/51).

A média de idade foi de 63,8 anos (35-85 anos), para os homens 64,3 anos
(40-85 anos) e para as mulheres 60,8 anos (35-76 anos). Houve predominio do sexo
masculino (86,3% 44/51). Em relacdo a raca, ndo tivemos pacientes de origem oriental e
houve um predominio de pacientes brancos sobre ndao brancos (negros e pardos),
respectivamente 82,4% (42/51) e 17,6% (9/51). Trinta e seis (70,6%) pacientes eram
provenientes de Campinas e regido, 9 (17,6%) de outras regides do estado de Sao Paulo, e

6 (11,8%) eram provenientes de outros estados da federacao.

Com excecdo de uma paciente, com carcinoma de pequenas células, todos os
outros eram fumantes. A média de tabagismo expressa em anos/mago foi de 64,1. Entre os
pacientes com mutacio essa média foi de 70,5 anos/macgo e entre os sem mutacdo foi de

62,1 anos/mago (p=0,7).

A maioria das lesdes ocorreu no pulmao esquerdo (60,8%), enquanto que no
pulmao direito as lesdes foram encontradas em 35,3% dos casos e em dois pacientes a lesdao
acometia ambos os pulmdes (3,9%). A localizacdo da lesdo por lobos pulmonares esta

detalhada no gréfico 1.
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Localizacao anatémica da lesao
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Grifico 1: Distribuigcdo anatomica das lesdes endobronquicas.(BFE:bronco fonte esquerdo;

LSE:lobo superior esquerdo; LIE:lobo inferior esquerdo; LID:lobo inferior

direito; LSD:lobo superior direito; BI: Bronquio intermedidrio; BFD:bronquio

fonte direito).

O tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnoéstico foi de 4,8 meses, e

ndo variou quando analisamos todos os pacientes juntos ou separados entre portadores de

carcinoma de pequenas células e de carcinoma nao pequenas células.

Os sintomas de apresentacdo estao relacionados no grafico 2. Neste grafico, no

grupo determinado como “outros” incluimos os seguintes sintomas: dor Ossea (3,9%),

ganglio periférico (3,9%), sindrome de veia cava superior (2%) e sintoma neuroldgico por

invasdo do canal medular (2%). Em relacdo ao emagrecimento, a média de perda de peso

foi de 2792 g/més (300-15000 g/més).
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Sintomatologia ao diagndstico
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Grifico 2: Sintomatologia no momento do diagndstico
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As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo detalhadas nas tabelas V e VIII.

Tabela V: Caracteristicas dos pacientes com carcinoma de pequenas células.

Todos Pacientes Homens Mulheres

Sexo 7 (77,8%) 2 (22,2%)
Idade (anos)

Média 59,5 58,8 61,5

Faixa 40-74 40-74 51-72
Raca

Branca 7 (77,8%) 7 (100%) 0

Negra 1(11,1%) 0 1 (50%)

Parda 1(11,1%) 0 1 (50%)
Fumantes 8 (88,9%) 7 (100%) 1 (50%)
Estadio

Doenca localizada 3 (33,3%) 2 (28,5%) 1 (50%)

Doenca disseminada 6 (66,6%) 5 (71,4%) 1 (50%)
Zubrod

0 1(11,1%) 1(14,3%) 0

1 5 (55,6%) 3 (42,9%) 2 (100%)

2 1(11,1%) 1(14,3%) 0

3 1(11,1%) 1(14,3%) 0

4 1(11,1%) 1(14,3%) 0
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Tabela VI: Caracteristicas dos pacientes com carcinoma de pequenas células e com

mutacao no gene p53. (Todos sdo do sexo masculino).

Pacientes

Idade (anos)

Média 52,6

Faixa 40-74
Raca

Branca 3 (100%)
Fumantes 3 (100%)
Estadio

Doenca localizada 1 (33,3%)

Doenca disseminada 2 (66,6%)
Zubrod

0 1(33,3%)

1 1(33,3%)

3 1 (33,3%)
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Tabela VII: Caracteristicas dos pacientes com carcinoma ndo pequenas células.

Todos Pacientes Homens Mulheres
Sexo 37 (88%) 5(11,9%)
Idade (anos)
Média 64,7 65,3 60
Faixa 35-85 47-85 35-76
Raca
Branca 35 (83,3%) 31 (83,8%) 4 (80%)
Negra 6 (14,3%) 5 (13,5%) 1 (20%)
Parda 1(2,4%) 1(2,7%) 0
Fumantes 42 (100%) 37 (100%) 5 (100%)
Tipo histolégico
Carc. Epiderméide 25 (59,5%) 22 (59,5%) 3 (60%)
Adenocarcinoma 9 (21,4%) 7 (18,9%) 2 (40%)
Grandes células 4 (9,5%) 4 (10,8%) 0
Indiferenciado 4 (9,5%) 4 (10,8%) 0
Estadio
IA 1(2,4%) 1(2,7%) 0
1B 1(2,4%) 0 1 (20%)
IIB 1(2,4%) 1(2,7%) 0
IITA 3(7,1%) 3 (8,1%) 0
I11B 20 (47,6%) 17 (45,9%) 3 (60%)
v 16 (38%) 15 (40,5%) 1 (20%)
Zubrod
0 2 (4,8%) 2 (5,4%) 0
1 24 (57,1%) 20 (54,1%) 4 (80%)
2 8 (19%) 8 (21,6%) 0
3 7 (16,7%) 6 (16,2%) 1 (20%)
4 1(2,4%) 1(2,7%) 0
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Tabela VIII: Caracteristicas dos pacientes com carcinoma de pulmao niao pequenas células

€ com mutacao no gene p53.

Todos Pacientes Homens Mulheres

Sexo 6 (66,6%) 2 (33,3%)
Idade (anos)

Média 62,2 60 69

Faixa 49-76 49-74 62-76
Raca

Branca 7 (87,5%) 6 (100%) 1 (50%)

Negra 1(12,5%) 0 1 (50%)
Fumantes 8 (100%) 6 (100%) 2 (100%)
Tipo histolégico

Carc. Epiderméide 4 (50%) 2 (33,3%) 2 (100%)

Adenocarcinoma 1(12,5%) 1 (16,6%) 0

Grandes células 2 (25%) 2 (33,3%) 0

Indiferenciado 1(12,5%) 1(16,6%) 0
Estadio

1B 1(12,5%) 0 1 (50%)

I11B 3 (37,5%) 3 (50%) 0

v 4 (50%) 3 (50%) 1 (50%)
Zubrod

1 5 3 2

2 2 2 0

3 1 1 0
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Entre os pacientes com carcinoma de pequenas células, 3 estavam vivos e em
tratamento até a data de encerramento do acompanhamento (31/12/2001). Um destes foi
submetido a quimioterapia neoadjuvante e pneumectomia direita. Dois pacientes perderam
seguimento clinico e ndo foi possivel localiza-los, quatro faleceram e tivemos acesso a data

do o6bito. A sobrevida destes pacientes foi de 7, 24, 39 e 854 dias.

Entre os pacientes com carcinoma ndo pequenas células, dez estavam vivos até
a data de encerramento do acompanhamento. Destes, quatro estavam em tratamento. Dois
pacientes perderam seguimento clinico e ndo foi possivel localizd-los, trinta faleceram e

tivemos acesso a data do ébito. A sobrevida média foi de 246 dias (1-850 dias).

A pesquisa de mutacdo no gene K-Ras foi realizada nos codons 12, 13 e 61 de
todos os carcinomas indiferenciados de grandes células e em 8 dos nove pacientes com

adenocarcinoma. Nao encontramos mutag()es nesse gene.

Em relagdo ao p53, a pesquisa foi feita entre os exons 5 e 10. Para o exon 4 foi
possivel padronizar a técnica de PCR a partir de amostras de carcinoma bronquico obtidas
na cirurgia. Porém, por razdes técnicas ndo identificadas, ndo ocorreu a amplificacdo do
DNA da bidpsia retirada durante a broncoscopia. O tamanho diminuto das amostras que
disptinhamos, impediu que tentdssemos descobrir o motivo da falha na amplificacdo ja que,

havia o risco de esgotarmos o DNA somente nessas tentativas.

Em cinco pacientes, um ou mais exons do gene p53 nao foram amplificados. O
fato de conseguirmos amplificar outros exons indica que havia DNA em quantidade e

qualidade suficientes para amplificagdo por PCR.

Nos pacientes com carcinoma de pequenas células, somente no paciente 59T
ndo ocorreu a amplificacdo do exon 10. Nos demais pacientes ndo encontramos nenhuma
mutacao nesse exon. Por esse motivo optamos por analisar os exons 5 a 9 nesse grupo, e
encontramos 3 mutagdes em nove pacientes ou seja, uma freqiiéncia de 33,3%. As
mutagdes ocorreram nos codons 152, 153 e 173. No codon 153 ocorreu uma mutacdo do
tipo frameshift por insercdo de uma timina e, provavelmente, delecio do alelo
correspondente levando a perda da heterozigose (LOH). Nos outros dois ocorreu uma
mutagdo do tipo missense, no codon 152 houve uma transversdao C->A e no codon 173 uma

transversio G>T (tabela VII).
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No grupo do carcinoma nao pequenas células, ocorreram as seguintes falhas na

amplificacdo do DNA para pesquisa de mutacdes no gene p53: nos pacientes 2T e 19T so

ocorreu a amplificacdo do exon 5; no 60T somente os exons 5 e 10 foram amplificados; e

no paciente 23T o exon 9 ndo foi amplificado (veja o mapa de pacientes — ANEXO 4).

Portanto, analisando somente os pacientes que tiveram amplificacdo dos exons 5 alO,

encontramos 8 mutacdes em 38 pacientes (21%).

Tabela IX: Muta¢des encontradas no gene p53.

Paciente Tipo histolégico Exon Codon Antigo Novo Troca AA Tipo de mutacio
2T CPPC 5 173 GTG TTG G>T  Val>Leu Missense
5T CPPC 5 153 CCC CCT insT Pro>Pro Frameshift + (LOH)
56T CPPC 5 152 CCG ACG C>A  Pro>Thr Missense
15T CEC 7 237 ATG AAG T>A  Met>Lys Missense
22T CEC 5 159 GCC CCC G>C  Ala>Pro Missense
30T Indiferenciado 8 295 CCT CCC T>C  Pro>Pro Missense/Silenciosa
35T Adenocarcinoma 7 249 AGG ATG G>T  Arg>Val Missense

*CPPC:carcinoma de pequenas células, CEC:carcinoma epiderméide, Antigo:codon normal, Novo:codon

mutado, AA:aminodcido, LOH:perda da heterozigose, insT:inser¢éo de timina.

Ao verificar a freqiiéncia de mutacdes por exon, considerando o nimero total

de pacientes que tiveram o exon amplificado, chegaremos as seguintes freqiiéncias:

e exon 5: 2,3% (1/42);
e exon 6: 0% (0/39);

e exon 7: 5,1% (2/39);
e exon 8: 7,7% (3/39);

e exon 9: 0% (0/38);

e exon 10: 5% (2/40).
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As mutacgdes ocorreram nos codons 159, 237, 249, 275, 285, 295 e 337. Duas
mutagdes foram identificadas no codon 337. No codon 295 foi encontrada uma mutacao
silenciosa (CCT->CCC). Todas elas foram do tipo missense com predominio de transi¢cdes
(62,5%), G2>A (50% - 4/8) e T>C (12,5% - 1/8); as transversdes encontradas foram T>A
(12,5% - 1/8), G>C (12,5%) e G=>T (12,5%).

Devido ao pequeno nimero de pacientes com carcinoma ndo pequenas células,
nao foi possivel realizar uma analise estatistica detalhada. Observamos que a presenga de
mutacdo ndo interferiu na sobrevida (p=0,53), no estadiamento anatomico (p=0,67) e no
tempo de sintomatologia (p=0,15). Nao houve diferenca na sobrevida entre os pacientes
com carcinoma epiderméide e adenocarcinoma (p=0,42). Como o nimero de pacientes com

carcinoma de pequenas células foi pequeno, ndo realizamos qualquer andlise estatistica.

Encontramos também, polimorfismo no codon 213 (CGA->CGG) em dois
pacientes, um com carcinoma epiderméide (50T) e outro com carcinoma indiferenciado

(26T).

Conseguimos realizar o exame anatomo-patologico em apenas 16 amostras de
mucosa. Os achados foram os seguintes: traquéia normal em oito amostras; trés com
processo inflamatoério; metaplasia em uma amostra e displasia leve em outra; carcinoma in

situ em duas amostras e carcinoma epiderméide em um fragmento.

Nao encontramos alteracdbes na mobilidade eletroforética ou no
seqlienciamento, do gene K-ras nos codon 12,13 e 61 em 28 amostras de mucosa; em 23
amostras ndo conseguimos amplificar o DNA para realizar a pesquisa. Na andlise do gene
p53, conseguimos analisar todos os exons do 5 ao 10 em 23 pacientes, em outros 23 a

andlise foi incompleta € em 5 ndo ocorreu a amplificagcdo do DNA (ANEXO 5).

7z

Na amostra 49M que € normal na histologia, encontramos uma muta¢do no
exon 10, codon 337 (CGC—>CAC), semelhante a encontrada no tecido neoplasico. No
fragmento 50M encontramos o mesmo polimorfismo visto na bidépsia do tumor, no codon
213 (CGA—>CGQG), e a histologia da mucosa € normal. Na biépsia 30M encontramos a

mutacdo silenciosa no codon 295 (CCT->CCC), porém nao temos a andlise histoldgica.
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Para confirmar se a alteragdo no codon 295 era uma mutacdo silenciosa ou um
polimorfismo, realizamos o seqiienciamento automético do exon 8 em 50 amostras de DNA
obtido de sangue (linfécitos) de doadores, que constituiram o grupo controle. Como a
alteracdo ndo foi encontrada nesse grupo, concluimos que se trata de uma mutagdo

silenciosa.

As fotos dos géis de SSCP e os eletroferogramas das mutacdes encontradas,

estdo representados nas figuras a seguir (Figuras 7-18).
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Figura 7: Acima, andlise por SSCP nao radioativo do produto da PCR contendo o exon 5
do gene p53 em amostras de tumor de pacientes com carcinoma de pequenas
células. NL: controle da normalidade. Pacientes 2T, 5T e 56 T apresentam
mobilidade eletroforética alterada quando comparadas com o controle. Abaixo
estdo representados os seqiienciamentos de DNA. Paciente 2T: mutacdo no
codon 173, residuo 13196, levando a troca do aminodcido Valina por Leucina
(GTG>TTG) em heterozigose. Paciente 5T: mutagdo no codon 153, por
inser¢cao de uma Timina entre os residuos 13137 e 13138, e delecdo do alelo.
Paciente 56T: mutacdo no codon 152, residuo 13133, levando a troca do

aminodcido Prolina por Treonina (CCG=>ACG) em heterozigose.
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Figura 8: Acima, andlise por SSCP ndo radioativo do produto da PCR contendo o exon 7
do gene p53 em amostras de carcinoma de ndo pequenas células . NL: controle
da normalidade. Pacientes 20T, 45T e 54T: mobilidade eletroforética normal.
Paciente 15T apresenta mobilidade eletroforética alterada quando comparada a
normalidade. Abaixo, andlise por seqlienciamento consistente com mutacao no
codon 237, residuo 14037, levando a troca do aminoacido Metionina por Lisina

(ATG>AAG) em homozigose.
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Figura 9: Acima, andlise por SSCP ndo radioativo do produto da PCR contendo o exon
6 do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Pacientes
42T e 45T: mobilidade eletroforética normal. Pacientes 26T e 50T apresentam
mobilidade eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo,
andlise por seqilienciamento consistente com polimorfismo no codon 213,

residuo 13399, CGA->CGG.
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Figura 10: Acima, anélise por SSCP nio radioativo do produto da PCR contendo o exon 8
do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Pacientes
14T e 36T: mobilidade eletroforética normal. Paciente 45T e 61T apresentam
mobilidade eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo,
andlise por seqiienciamento. Paciente 45T apresenta mutacdo no codon 285,
residuo 14522, levando a troca do aminodcido Glutamina por Lisina
(GAG~>AAG) em homozigose. Paciente 61T apresenta mutagdo no codon 275,

residuo 14493, levando a troca do aminodcido Cisteina por Tirosina

(TGT->TAT) em heterozigose.
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Figura 11: Acima, andlise por SSCP nao radioativo do produto da PCR contendo o exon
10 do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Pacientes
43T e 46T: mobilidade eletroforética normal. Paciente 49T apresenta
mobilidade eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo,
andlise por seqiienciamento consistente com mutacdo no codon 337, residuo

17588, levando a troca do aminoéacido Arginina por Histidina (CGC—->CAC) em

heterozigose.
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Figura 12: Acima, andlise por SSCP ndo radioativo do produto da PCR contendo o exon
10 do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Paciente
21T: mobilidade eletroforética normal. Paciente 58T apresenta mobilidade
eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo, andlise por
seqlienciamento consistente com mutagdo no codon 337, residuo 17588,

levando a troca do aminodcido Arginina por Histidina (CGC—>CAC) em

heterozigose.
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Figura 13: Acima, anélise por SSCP nao radioativo do produto da PCR contendo o exon 7
do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Paciente
51T: mobilidade eletroforética normal. Paciente 35T apresenta mobilidade
eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo, andlise por
seqlienciamento consistente com mutagdo no codon 249, residuo 14073,
levando a troca do aminoacido Arginina por Valina (AGG>ATG) em

heterozigose.
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Figura 14: Acima, andlise por SSCP nao radioativo do produto da PCR contendo o exon 5
do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Paciente
53T: mobilidade eletroforética normal. Paciente 22T apresenta mobilidade
eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo, andlise por
seqiienciamento consistente com mutacdo no codon 159, residuo 13154,
levando a troca do aminodcido Alanina por Prolina (GCC->CCC) em

heterozigose.
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Figura 15: Acima, anélise por SSCP nio radioativo do produto da PCR contendo o exon 6
do gene p53 em mucosa bronquica. NL: controle da normalidade. Paciente 10M
e 14M: mobilidade eletroforética normal. Paciente 50 apresenta mobilidade
eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo, andlise por
seqlienciamento consistente com polimorfismo no codon 213, residuo 13199,

CGA->CGG, em heterozigose.

Resultados

94



C& gr T

Figura 16: Acima, andlise por SSCP ndo radioativo do produto da PCR contendo o exon
10 do gene p53 em mucosa bronquica. NL: controle da normalidade. Paciente
58M: mobilidade eletroforética normal. Paciente 49M apresenta mobilidade
eletroforética alterada quando comparada a normalidade. Abaixo, andlise por
seqlienciamento consistente com mutagdo no codon 337, residuo 17588,

levando a troca do aminodcido Arginina por Histidina (CGC—>CAC) em

heterozigose.
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Figura 17: Acima, anédlise por SSCP ndo radioativo do produto da PCR contendo o exon 8
do gene p53 em amostras de tumor. NL: controle da normalidade. Paciente
30T: apresenta mobilidade eletroforética alterada quando comparada a
normalidade. Abaixo, andlise por seqlienciamento consistente com mutacao no

codon 295, residuo 14552, mutagdo silenciosa (Pro>Pro), em heterozigose.
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Figura 18: Acima, anélise por SSCP nio radioativo do produto da PCR contendo o exon 8
do gene p53 em amostras de mucosa. NL: controle da normalidade. Paciente
30M: apresenta mobilidade eletroforética alterada quando comparada a
normalidade. Abaixo, andlise por seqlienciamento consistente com mutacao no

codon 295, residuo 14552, mutacdo silenciosa em heterozigose (Pro>Pro).
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5. DISCUSSAO
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No periodo de marco/1999 a outubro/2001, selecionamos pacientes submetidos
a broncoscopia para diagnostico de carcinoma bronquico com a intencdo de correlacionar
os achados clinicos com as alteragdes moleculares. Neste periodo obtivemos bidpsias de 61
pacientes, porém 10 foram excluidos porque ndo houve amplificacio do DNA. E
importante salientar que nos 32 meses de duracio do estudo, o Servico de
Oncopneumologia FCM — UNICAMP atendeu um numero muito maior de pacientes no
setor de broncoscopia e que foram encaminhados para diagndstico de neoplasia de pulmao.
Como o nosso universo de estudo era composto por pacientes com lesdo endobronquica
visivel ao fibrobroncoscépio, ficamos limitados aos pacientes que apresentavam lesdao
neoplésica central. Além disso, deixamos de obter bidpsias de varios pacientes que
apresentaram alguma intercorréncia durante o procedimento, tais como hemoptise, hipdxia
ou acessos de tosse. Por esses motivos, a populagdo do nosso estudo pode ndo corresponder

sob alguns aspectos as caracteristicas descritas para os pacientes com carcinoma de pulmao.

Dos 51 pacientes selecionados, 42 eram portadores de carcinoma ndo pequenas
células (82,35%) e 9 de carcinoma de pequenas células (17,6%), propor¢cao semelhante a
descrita na literatura (TRAVIS et al, 1995). O carcinoma epidermdide correspondeu a 49%
(25/51) dos tipos histolégicos, uma incidéncia bem acima da descrita na literatura que € em
torno de 30%. A incidéncia de adenocarcinoma foi de 17,6% (9/51), e a média descrita na
literatura € um pouco abaixo de 30% (TRAVIS et al, 1995). Estas diferengas podem ser
explicadas por incluirmos no estudo somente pacientes com lesdes acessiveis ao
fibrobroncoscopio ou seja, lesdes centrais. Como cerca de dois ter¢cos dos carcinomas
epidermoéides estdo localizados na por¢do central, era esperado que encontrdssemos uma
maior incidéncia desse tipo histolégico na populacdo estudada. O carcinoma de grandes
células correspondeu a 7,8% dos nossos pacientes, incidéncia semelhante a da literatura,

cerca de 9% (TRAVIS et al, 1995).

A localizacdo central da lesdo neopldsica também explica a freqiiéncia dos
sintomas, pois a maioria dos pacientes apresentou tosse (79,4%) e dispnéia (58,8%).
Emagrecimento foi uma queixa freqiiente, e ja foi descrito como sintoma importante em

outros trabalhos realizados no nosso servico (BARBEIRO, 2001; ZAMBON, 1994).
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Houve um predominio de pacientes do sexo masculino (86,3%) e da raga
branca (82,4%). Comparando a incidéncia de cincer de pulmdo entre homens e mulheres,
esta relacdo é de 1,12:1,0 na populacdo norte-americana e de 2,6:1,0 na populagdo
brasileira (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2002; INCA, 2001). Como a maioria dos
carcinomas epidermdides estd localizada na regido central e tem uma maior incidéncia no
sexo masculino, enquanto que os adenocarcinomas sdo mais freqiientes na periferia do
pulmdo e no sexo feminino, era esperado que no estudo houvesse um nimero maior de
homens. Nos Estados Unidos a incidéncia de cancer de pulmao na populagdo negra é bem
maior do que na branca, respectivamente 71,6/100.000 e 54,7/100.000; além disso, a taxa
de mortalidade também ¢é maior nos negros — 59,1/100.000 versus 48,8/100.000
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2002). Encontramos um predominio da raca branca
entre os pacientes incluidos no estudo, fato que ja ocorreu em outros trabalhos
desenvolvidos no nosso servico (BARBEIRO, 2001; TORO, 2000; ZAMBON, 1994). Uma
possivel explicacao para esse fato € que a miscigenagdo € muito grande no nosso pais
levando a dificuldade em definir quem nao € branco, e pacientes que sdo mulatos acabam
classificados como brancos. Na populacdo brasileira aparentemente ndo ha nenhum estudo

mostrando maior incidéncia ou mortalidade segundo a raca (MAHARI, 2002).

O carcinoma bronquico € dividido em dois grupos, chamados de carcinoma de
pulmdo ndo pequenas células (CPNPC) e carcinoma de pulmdo pequenas células (CPPC).
Esta diferenciacdo ocorre devido as caracteristicas patoldgicas peculiares do CPPC, que
possui um comportamento bioldgico diferente, exigindo uma abordagem terapéutica

diferenciada em relagdo ao CPNPC.

Por este motivo a discussdo serd feita em topicos distintos.
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A- Carcinoma de pulmao nao pequenas células
1. Gene p53

Mais de 50% de todos os tumores humanos possuem uma mutacio no gene p53
(GREENBLATT et al, 1994), e provavelmente é a alteracdo mais freqiiente em todas as
neoplasias humanas (HARRIS, 1996).

Nao estd estabelecido se no carcinoma de pulmio ndao pequenas células ha
diferenca na freqiiéncia de mutacdes no gene p53 entre homens e mulheres. Murakami e
colaboradores nao encontraram relacdo entre a presenca de mutacdes € o sexo, porém a
amostra do estudo era pequena (n=70) (MURAKAMI et al, 2000). Dois estudos de meta-
andlise ndo fazem referéncia sobre a influéncia do sexo na freqiiéncia de muta¢des no gene
p53 (HUNCHAREK et al, 2000; STEELS et al, 2001). Entretanto, um estudo escandinavo
relatou-se que mulheres t€m um nivel maior, mais ou menos o dobro, de ligacdo de
policiclicos arométicos ao DNA do que os homens, e também apresentam mais transversoes
G—>T, apesar de consumirem uma quantidade menor de cigarro e de terem uma freqiiéncia
mais baixa de mutacdes no gene p53 (RYBERG et al, 1994b; KURE et al, 1996). Outros
estudos confirmaram a maior incidéncia de transversdes G>T em mulheres (GUINEE et al,

1995; BENNETT et al, 1999).

Entretanto, a freqiiéncia da mutagdo no carcinoma bronquico varia conforme o
tipo histoldgico. No carcinoma ndo pequenas células a incidéncia varia de 18 a 71%, sendo
que a maioria dos trabalhos relata em torno de 43 a 55%. A freqii€ncia da mutac¢do é maior no
carcinoma epidermdide (55 a 71%) do que no adenocarcinoma (26 a 52%) (JASSEM et al,
2001; KISHIMOTO et al, 1992; LEE et al, 1994; MARCHETTI et al, 1993; MILLER et al,
1992; NUORVA et al, 1993; RYBERG et al,1994; SHIPMAN et al, 1995; SUZUKI et al,
1992; WANG et al, 1998b; ZHENG et al, 1994).

Uma explicagdo para esta grande variacdo na incidéncia de mutacdes no gene
p53 em carcinoma nao pequenas células € a influéncia de fatores étnicos. Em um estudo
realizado em Hong Kong, foi encontrada uma diferenca significativa na incidéncia de

mutagdes entre mulheres chinesas e japonesas, 20 e 31% respectivamente (TAKAGTI et al,
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1995). Porém na meta-andlise realizada por Huncharek e colaboradores, ndo ficou claro se ha
influéncia da raca (HUNCHAREK et al, 2000). Em um outro estudo conduzido no sul da
Polonia em uma populag@o proxima a uma mina de carvao, 55% dos pacientes apresentavam
mutacdo no p53, uma freqiiéncia duas vezes maior que no norte do pais. Estas duas regides
s@o areas de grande incidéncia de neoplasia de pulmao, ao sul hd exposi¢do a poeira de
carvao e ao norte ha exposicdo ao asbesto nas cidades proximas a regido costeira do Mar
Baltico (JASSEM et al, 2001). Neste caso ndo hd diferenca étnica, e entre as vdrias
explicacdes possiveis para esta diferenca na freqiiéncia de mutagdes em uma mesma

populacdo, devemos considerar os fatores ambientais e geograficos.

Outro fator que pode contribuir para a diferenca na freqiiéncia de mutagdes no
p53, € a diversidade de métodos utilizados para andlise molecular. A maioria dos autores
utiliza a técnica de PCR/SSCP para rastreamento de mutacdes e realiza o seqiienciamento
somente das amostras positivas, outros realizam o seqilienciamento direto. Devemos
considerar que fatores técnicos, como temperatura, reacdo de pH, método de preservacdo das

amostras (frescas ou em parafina), primers utilizados, para citar somente alguns, podem

influenciar o resultado final (JASSEM, 2001).

A técnica da SSCP foi descrita em 1989 (ORITA et al, 1989), e Scheider e
colaboradores relatam que esse método tem a sensibilidade de detectar uma célula tumoral
em dez células normais (SCHNEIDER et al, 1996; SCHNEIDER et al; 2000). Como a
técnica de seqiienciamento do DNA € cara e exige uma rotina laboratorial intensa, a técnica

do SSCP ¢é muito utilizada para rastreamento de mutagdes.

Em 1995, foi desenvolvido um novo método para deteccdo de mutagdes no gene
p53 baseado no fato de que, o p53 normal quando expresso no Saccharomyces cerevisiae
ativa a transcricdo do gene ADE2. As células que contém esse gene inativado, acumulam um
produto intermedidrio do metabolismo da adenina, e adquirem uma cor vermelha.
Conseqiientemente, as colonias contendo o p53 normal sdo de cor branca, e as com o p53
mutante sdo vermelhas. Por avaliar a fungdo bioldgica do gene, esse método permite
distinguir entre mutacdes que inativam o p53 e as que ndo interferem nas fungdes do gene
(FLAMAN et al, 1995). Em um estudo com carcinoma de célon, a sensibilidade desse

método foi superior pois, 45% de 20 espécimes negativas ao SSCP foram positivas no teste
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funcional (LEUNG & LUNG, 1999). Enquanto o SSCP ndo distingue polimorfismos,
mutagdes funcionalmente silenciosas e mutacOes inativadoras, o método funcional ndo
detecta grandes delecdes (FLAMAN et al, 1995). Portanto, novos estudos deverdo ser
realizados para elucidar a importancia das alteracdes no gene p53 detectadas por esse método

(NIKLINSKI et al, 2001a).

Além disso, ha diferencas quanto aos exons analisados em cada estudo. A
maioria dos trabalhos analisa os exons 5 a 8 ou 5 a 9, onde existe a maioria das mutacdes.
Entretanto, cerca de 17% das mutagdes sdo encontradas fora destes exons (CASEY et al,

1996).

A freqiiéncia de mutacdes entre os nossos pacientes foi de 21% (8/38),
considerando somente os pacientes que tiveram o seqiienciamento completo dos exons 5 a
10. Se tivéssemos optado por seqiienciar somente os exons 5 a 8, conforme € feito na maioria
dos trabalhos, terifamos uma freqiiéncia de 15,3% (6/39) pois, duas das mutagcdes encontradas
estao no exon 10. Com isso pudemos comprovar a importancia da pesquisa de mutacdes em
todos os exons codificantes ou seja, do 2 ao 11. Em cinco pacientes ndo foi possivel
amplificar todos os exons, isto pode ter ocorrido devido a delecdo de parte do gene p53 ou

ainda, mutagio ou delecdo no sitio de ligacdo do primer (VAHAKANGAS et al, 2001).

Todos os introns comecam com uma seqiiéncia GT e terminam com uma
seqiiéncia AG, as quais fazem a ligacio do intron com o exon, e sdo chamados de splice sites.
A presengca de mutacOes nos splice sites, pode levar a falha no reconhecimento do exon
durante o processamento do RNA, e conseqiientemente a alteracdo da proteina (Figura 19).

Portanto, é importante que na pesquisa de mutagdes esta regido seja incluida no

seqiienciamento.

A maioria das mutagdes no gene p53 € do tipo missense, na qual a proteina
codificada contém substituicdes de aminodcidos. Estas mutacdes ndo sdo encontradas com
freqiiéncia em outros genes supressores de tumores, nos quais predominam as mutagdes do
tipo nonsense e frameshift (BENNETT et al, 1999; JASSEM et al, 2001; PFEIFER, 2000) .
Curiosamente, as mutagOes frameshift sdo relativamente mais comuns nos codons que
apresentam poucas mutacdes missense (JASSEM et al, 2001; PFEIFER, 2000). As mutagdes

do tipo missense podem causar tanto a perda de funcdo do gene supressor de tumor, quanto a
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inducdo de uma fung¢do oncogénica através da alteracdo na func¢do dos genes que tem sua
expressao controlada pela p53 (BENNETT et al, 1999; HUSSAIN et al, 2001). Esta
dualidade pode explicar a alta freqiiéncia de mutagdes do tipo missense em neoplasia
humana (HUSSAIN et al, 2001). Todas as mutagdes encontradas nos nossos pacientes foram
do tipo missense. Entretanto, em mulheres chinesas residentes em Taiwan foi encontrado um
predominio de delecdes (64% do total). Novamente, fatores genéticos e/ou ambientais
poderiam explicar essa diferenca (WANG et al, 1998b). Uma das hipdteses para explicar
este fendmeno € a associagcdo entre a exposi¢do a um carcindégeno, enddégeno ou exdégeno, e

a inducdo de mutagdes especificas (HUSSAIN et al, 2001).

exon intron exon intron exon

exon intron exon intron exon

Figura 19: Acima, nao hd mutagdo nos splice sites e a abaixo ha uma mutagio G>T no
dinucleotideo final do primeiro intron. Ocorre a perda do exon representado em
azul pois, a leitura do intron comecgard na seqiiéncia GT do primeiro intron e

terminard somente no dinucleotideo final do segundo intron.
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O risco de desenvolvimento de cancer estd associado com a exposicao
ambiental a carcindégenos. Cincer é um processo com vdrias etapas, que envolve a
inativacdo de genes supressores de tumor e a ativacdo de protooncogenes (HUSSAIN et al,
2001). Cada substancia mutagénica tem, mais ou menos, um padrdo mutacional especifico,
caracteristicas proprias quanto a razao de transicdes, transversoes, delecdes, que causam em
sistemas experimentais usados para andlise do espectro mutacional. Se através do perfeito
entendimento do processo de mutagénese for possivel predizer, exatamente, em qual local do
p53 um agente mutagénico pode produzir estas mutagdes especificas, poderemos fazer
algumas ligacdes sugestivas entre os agentes genotdxicos e o cancer (PFEIFER, 2000). O
processo de carcinogénese seleciona células com p53 mutante que, presumivelmente, t€ém um
crescimento mais intenso devido a mecanismos pouco conhecidos que envolvem perda dos
pontos de restricdo do ciclo celular, apoptose, deficiéncias no reparo do DNA ou na
manutencdo da estabilidade gendmica. O processo de mutagénese age produzindo uma
mutacdo no p53 que envolve dano no DNA, reparo, erro de leitura, fixacdo da mutagdo e
selecdo. A freqii€ncia destes processos pode variar, drasticamente, de uma base para outra e
depende ndo s6 das bases envolvidas mas também, da seqiiéncia em questdo. O resultado
final é um espectro mutacional, um mapa de cada tipo de mutacdo produzida ao longo da

seqiiéncia do DNA (PFEIFER, 2000).

Diferentes carcindgenos tém sido associados a caracteristicas mutacionais
distintas. Por exemplo, exposi¢do a luz ultravioleta estd correlacionada com mutacdes por
transicdio em sitios de dipirimidina (BRASH et al, 1991); ingestio de aflatoxina Bl
relaciona-se com a presenca de transversdio G:C para T:A no codon 249 em
hepatocarcinomas (HSU et al, 1991) e a exposi¢do a fumaca de cigarro estd associada a
transversao G:C para T:A em carcinoma de pulmdo (HERNANDEZ-BOUSSARD &
HAINAUT, 1998).

Um grande nimero de mutacdes € encontrado nos dinucleotideos CpGs, que sdo
freqlientemente metilados em todos os tecidos humanos. No dominio de ligacio ao DNA ha
23 CpGs metilados, o que representa 8% do dominio. Entretanto, considerando todos os tipos
de neoplasias, 33% de todas as mutacGes deste dominio ocorrem nestes sitios, € 0s seis
codons com maior nimero de mutacdes (hotspots) possuem CpGs metilados (codons 175,

213, 245, 248, 273 e 282) (PFEIFER, 2000).
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Aparentemente, mutacdes em seqii€ncias CpGs tém um grande impacto pois,
muitas dessas seqiiéncias foram perdidas durante a evolu¢do. Uma freqiiéncia normal foi
mantida apenas em ilhas de CpG, ou seja, em pontos isolados e que ndo sdo metilados nas
células germinativas. Pode-se dizer que o processo de selecdo manteve a freqiiéncia de CpG
intacta nessas ilhas mas, € mais provéavel que a presenca de CpG metilados tenha contribuido
para aumentar a freqiiéncia de mutacdes. A metilacdo tem forte influéncia na formacio de
lesdes no DNA visto que, carcindgenos, como 0 benzopireno, possuem maior afinidade por
CpGs metilados do que pelos nao metilados (PFEIFER, 2000). No tecido pulmonar normal,
todas as seqiiencias CpG do gene p53 sao metiladas (TORNALETTI & PFEIFER, 1995).

Entre os 3800 agentes com potencial mutagénico encontrados na fumaca do
tabaco (VINEIS & CAPORASO, 1995), o principal responsavel por induzir muta¢des no p53
e cancer de pulmao é o epoxido-diol-benzo[a]pireno (BPDE), metabdlito do benzo[a]pireno
que é um dos hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (PAH) encontrados na fumaca do
cigarro. O BPDE liga-se ao DNA na posi¢ao N, das guaninas (RODIN & RODIN, 2000). Se
os pontos de ligacdo entre 0 DNA e o BPDE ndo forem reparados, havera erro de leitura pela
DNA polimerase durante a replicag¢do resultando, predominantemente, em transversdes G=>T
(RUGGERI et al, 1993); que sdao consideradas como uma assinatura do BPDE (RODIN &
RODIN, 2000). Transversdes G=>T sdo freqiientes no carcinoma de pulmao, cerca de 35%,
mas sdo incomuns em outros tipos de cancer (~10%), indicando uma ligacdo entre BPDE e o

carcinoma de pulmao (RUGGERI et al, 1993; GREENBLATT et al,1994).

A transversdo G>T tem sido chamada de “assinatura molecular” dos agentes
cancerigenos do tabaco no carcinoma de pulmao devido aos seguintes fatos: (1) PAHs por
serem formados durante a combustdo de qualquer material orginico, estdo presentes em
concentragdes notaveis no nosso meio ambiente. Entretanto, a maior parte da concentracio
de PAHs inaladas estd no fluxo central da fumaca do cigarro e podem produzir,
predominantemente, esta mutacio; (2) PAHs sdo encontrados no DNA extraido de tecidos
humanos expostos a fumaca do tabaco. O BPDE liga-se a guanina nos codons hotspots,
incluindo os codons 157, 248 e 273, de células epiteliais da mucosa bronquica normal; (3) hé
uma freqiiéncia maior de transversdes G=>T em carcinoma de pulméo de tabagistas quando

comparado com ndao fumantes e com outros tipos de neoplasias; (4) a propensdo para
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transversdo G—>T na fita ndo transcrita pode ser atribuida a preferéncia de reparo dos locais
de aducdo de PAHs na fita transcrita. Os pontos de ligacdo do BPDE na fita ndo transcrita do
p53 sdo reparados cerca de 2 a 4 vezes mais lentamente, do que os da fita transcrita e (5)
existe uma correspondéncia entre os codons que mais freqiientemente exibem mutagoes
(codons hotspots) no cancer de pulmido e os codons que t€ém maior aducdo de PAHs.

(HAINAUT & PFEIFER, 2001; SMITH et al, 2000).

Enquanto a ligacdo entre o BPDE e o DNA produz predominantemente
transversdes G>T, mutacdes espontaneas tendem a ser transi¢oes do tipo G2 A originadas,
provavelmente, a partir da desaminacdo espontanea de citosinas metiladas (JONES, 1996)
(ANEXO 6). O espectro de mutacdes no p53 observado no carcinoma bronquico de
tabagistas € dominado pela presenca de transversdes G=>T, aproximadamente 30 a 40%. Este
tipo de mutacdo € mais raro em outros tipos de cancer, exceto o carcinoma hepatocelular
(SMITH et al, 2000). De todas as transversdoes G=>T que ocorrem nos tumores de pulmao,
95% ocorrem na fita ndo transcrita (BENNETT et al,1999; HERNANDEZ-BOUSSARD &
HAINAUT, 1998). Em contraste, o espectro de mutacdes em nao fumantes demonstra poucos
codons hotspots e uma freqiiéncia muito menor de transversdes G=>T (BENNETT et al,

1999; HERNANDEZ-BOUSSARD & HAINAUT, 1998).

Dados obtidos por Smith et al, sugerem que a presenca de citosinas metiladas
pode contribuir para a ligacdo com PAHs e nenhum outro fator determinante, além da

preferéncia por seqii€éncias CpG metiladas, pode ser identificado (SMITH et al, 2000).

Dados obtidos de animais demonstraram que a 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-
1-butanona (NNK) é um forte carcindégeno especifico para pulmao (HOFFMANN et al,
1996) que induz, predominantemente, transicdes G:C para A:T em sitios ndo CpGs em
animais e em outros sistemas experimentais (BOER et al, 1999; JIAO et al, 1991; JIAO et al,
1993; OHGAKI et al, 1992). NNK é um componente especifico da fumaca do tabaco, e ndo
existe de outra forma no ambiente em que vivemos (CLOUTIER et al, 2001). Nitrosaminas
de outras fontes ambientais e a NNK, provavelmente, contribuem para a indu¢do de cancer de
pulmdo, pois transi¢des G:C para A:T em sitios ndo CpG sd@o comuns em carcinoma

bronquico de fumantes e ndo fumantes (VAHAKANGAS et al, 2001).
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Apesar de todos 0s nossos pacientes com mutagdo serem fumantes, encontramos
apenas uma transversdo G=>T que ocorreu no codon 249. Entre os seis codons com maior
freqiiéncia de mutacdo no cancer de pulmao isto é, codons 157, 158, 245, 248, 249 e 273,
apenas o codon 249 ndo tem afinidade de ligacdo ao PAHs. Além disso, € o inico que nao
possui sitio CpG e a presenca de mutagdes pode ser freqiiente devido a um forte processo
de selecao (SMITH et al, 2000), j4 que também € um codon hotspot em ndo fumantes
(HAINAUT & PFEIFER, 2001). O codon 249 faz parte do loop 3, e a presenca de mutagao
nesta regido estd relacionada com pior progndstico em pacientes com cancer de mama
(BORRESEN et al, 1995) e pulmdao (SKAUG et al, 2000). O fato de ser um hotspot em
fumantes e ndo fumantes, além de predispor a um progndstico desfavordvel, pode ser

explicado pela importancia do loop 3 na ligacao da p53 ao DNA.

As outras transversdes encontradas foram uma G>C e outra T2>A. A
freqiiéncia de transversdes G=>C ¢é de 13% tanto em fumantes, quanto em nao fumantes, e a
T>A € pouco fregiiente em ambos os grupos (HAINAUT & PFEIFER, 2001;
VAHAKANGAS, 2001).

A transicdo G2 A foi encontrada em quatro pacientes, sendo que duas foram no
codon 337. Este codon € um sitio CpG metilado, e esta mutacdo pode ter sido induzida por
PAHs ou por mutacdo espontinea. O codon 337 estd localizado no dominio de
tetramerizagdo, regido importante na transativagcao e na supressao do crescimento de células
carcinomatosas e portanto, mutacdes nesse codon podem, em teoria, predispor a um pior
prognostico. As outras duas transicdes ocorreram nos codons 275 e 285 que ndo possuem
seqiiéncia CpG; portanto, a transi¢do nestes codons pode ter ocorrido por ligagdo de
nitrosaminas. Cigarros feitos com mistura de fumos contém uma maior quantidade de talos
do que folhas do tabaco, e por isso liberam uma maior quantidade de nitrosaminas (ROM
et al, 2000). Além disso, varios fatores influenciam na quantidade de nitrosaminas liberadas
pelo cigarro; ha influéncia do tipo de tabaco (Burley > Virginia > Oriente) e dos métodos
de cultivo, secagem, processamento, estocagem e empacotamento do cigarro (FINSTER,
1986). Os cigarros vendidos no Brasil sdo feitos por mistura de fumos. Entretanto, nio
sabemos se hd diferenca na composicdo dos cigarros produzidos aqui e no exterior; se
houver diferenca na composi¢ao, teremos um espectro mutacional diferente do relatado em

outros trabalhos.
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No nosso estudo encontramos muta¢des nos codons 159, 237, 249, 275, 285 e
337. Destes, como ja citado acima, apenas o codon 249 € considerado hotspot para o cancer
de pulmdo. Por serem codons com baixa freqiiéncia de mutacdes decidimos compara-los
com os dados da International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002).
Selecionamos no banco de dados o codon e o tipo histolégico correspondentes aos dos
nossos pacientes, e verificamos a freqiiéncia de mutacdes. Depois de obter a freqiiéncia de
mutacdes no grupo todo, dividimos os pacientes em dois grupos; um com os catalogados
como fumantes (“smokers”) e o outro com os catalogados como ndo fumantes (“non
smokers”). Devemos salientar que, (1) como cerca de 90% dos carcinomas de pulmao estao
relacionados ao tabagismo, € esperado que o padrdao de mutacdo encontrado no grupo geral,
que inclui fumantes e ndo fumantes, seja semelhante ao grupo de fumantes; (2) ao
analisarmos os pacientes catalogados como fumantes separadamente dos ndo-fumantes, o
nimero total de pacientes poderd ser menor do que o grupo geral, uma vez que algum

paciente pode ter sido incluido no banco de dados como ex-tabagista.

Para o codon 159 e carcinoma epidermdide encontramos 4 mutacdes no total,
sendo que uma € igual a encontrada por nds ou seja, G:C>C:G. Quando separamos o0s
pacientes em fumantes e nao-fumantes, encontramos 3 mutacdes e a transversao G=>C nédo
aparece. Na correlagdo entre codon 275 e carcinoma epidermdide foram encontradas 5
mutacdes no total, e trés sdo transicoes G=>A semelhante ao nosso dado; entre nio-
fumantes ndo hé descricdo de mutacdes. Para o codon 285 e carcinoma epidermdide hé 2
entradas, ambas sdo transicio G2>A (GAG>AAG e GAG—>GAA), e sao descritas

somente em fumantes.

Correlacionamos o codon 237 com todos os tipos histologicos e nao
encontramos a transversdo T->A documentada. No codon 337 encontramos uma transi¢ao
G—>A em adenocarcinoma e em carcinoma de grandes células ndo ha qualquer registro de
mutacdes. Portanto, considerando que o banco de dados da TARC foi atualizado em
mar¢o/2002 (16285 entradas), provavelmente somos o primeiro grupo a descrever a
mutacdo no codon 237 (ATG>AAG) em carcinoma bronquico, independentemente do tipo
histolégico; além da mutacdo no codon 337 (CGC->CAC) em carcinoma de grandes

células (IARC, 2002).
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1.1. Polimorfismos e mutacoes silenciosas no gene p53

A presenca em uma populagdo de dois ou mais alelos diferentes é chamada de
polimorfismo. Pode ser estdvel, no qual nenhuma das formas tem qualquer vantagem ou
pode ser transiente, quando uma variante estd substituindo a outra. Nem todas as mutacgdes
levam a uma mudanca detectdvel no fenétipo. Mutagdes sem efeito aparente sao chamadas
de mutagdes silenciosas, que podem ser de dois tipos. Algumas envolvem a substitui¢do de
base(s) que ndo causam qualquer troca de aminodcido na proteina correspondente. Em
outras hd troca de aminodcidos, porém sem repercussdo na atividade da proteina, essas sao
chamadas de substituicdes neutras. Apesar das mutagdes silenciosas serem neutras em
relagc@o a proteina, elas podem afetar a expressao do gene através da alteracao na seqiiéncia

do RNA (LEWIN, 1996b).

O polimorfismo no codon 213 foi descrito em 1991 (CARBONE et al, 1991).
Desde entdo foi relatado em varios tipos de tumores tais como pulmao, tiredide € mama. A
prevaléncia do polimorfismo no codon 213 é de 11% (IARC, 2002). As maiores
freqiiéncias foram relatadas entre pacientes que desenvolveram cancer apds exposi¢do a
radiacdo. Em um estudo com trabalhadores de mina de uranio que desenvolveram
carcinoma de pulmdo, 19% apresentavam polimorfismo no codon 213 (POPP et al, 1999).
Em outro trabalho cerca de 20% das criangas com carcinoma de tireéide e que tiveram

exposicao a radiagdo, apresentavam o polimorfismo no codon 213 (SMIDA et al, 1997).

Nao encontramos relato na literatura ou registro no banco de dados do IARC de
alteracdo semelhante a encontrada no codon 295. Por isso acreditamos que somos o
primeiro grupo a relatar tal mutagdo. Como dito anteriormente, esta mutacao pode ser uma
substitui¢do neutra ou pode ter um papel seletivo no desenvolvimento da neoplasia por

influir na expressao do gene, ao alterar a seqiiéncia do RNA.
2. Gene K-ras

Por razdes desconhecidas existe uma associa¢do entre mutacio no gene ras e
certas neoplasias (RODENHUIS & SLEBOS, 1992). O N-ras é encontrado nas desordens

mieloproliferativas e linfomas, o K-ras estd associado a adenocarcinomas (SLEBOS et al,
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1991; SMIT et al, 1996; RODENHUIS & SLEBOS, 1992). A mutac@o no gene H-ras € rara,
e ocorre principalmente nos carcinomas de tiredide (RODENHUIS & SLEBOS, 1990;
RODENHUIS & SLEBOS, 1992).

A ativacdo do oncogene K-ras tem sido considerada um evento precoce em
alguns modelos de carcinogénese (BARBACID, 1987). No célon, a mutagido encontrada em
polipos adenomatosos foi semelhante a mutacdo existente no carcinoma de célon
(FEARON & VOGELSTEIN, 1990). A mutacdo também foi encontrada em dareas de
hiperplasia alveolar atipica, lesdo considerada como sendo precursora do adenocarcinoma

de pulmio (COOPER et al, 1997; WESTRA et al, 1996).

Por outro lado, Mills e colaboradores acreditam que a mutagdo ras seja um
evento tardio, porque o oncogene € encontrado em uma pequena porcentagem das células
neopldsicas e estd relacionado a progressiao da neoplasia (invasdo e metastase) (MILLS et al,

1995b).

No carcinoma bronquico o oncogene K-ras foi encontrado em 15 a 56% dos
adenocarcinomas (LI et al, 1994; MILLS et al, 1995b; SUGIO et al, 1992; WESTRA et al,
1993). Uma possivel explicacdo para essa discrepancia de resultados € o uso de um método
pouco sensivel em alguns estudos, associado a dois fatores que podem ter dificultado a
detec¢ao da mutacdo. Primeiro, em alguns casos, somente uma pequena fracdo das células
tumorais apresenta a mutacdo estudada. Segundo, as amostras de tecido analisadas contém
células tumorais e células geneticamente normais, portanto o DNA isolado é derivado de
ambas populagdes. Podemos concluir que a presenca da mutacdo no gene K-ras em uma
minoria das células tumorais, e a mistura de células normais com células malignas, pode
resultar em uma amostra de DNA purificado na qual a porcentagem de alelos mutantes é

menor que o limiar de detec¢do do método usado (MILLS, 1995b).

Em relacdo aos outros tipos histolégicos de carcinoma bronquico, nenhuma
mutacdo no gene K-ras foi encontrada em carcinoma epiderméide (MILLS et al, 1995b;
RODENHUIS & SLEBOS, 1990; RODENHUIS & SLEBOS, 1992; SUGIO et al, 1992) e
em tumores de linhagem neuroenddcrina (MILLS et al, 1995b; PRZYGODZKI et al, 1996;
RODENHUIS & SLEBOS, 1992).
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Nos adenocarcinomas de pulmao foi observada uma relagc@o entre a presenca da
mutagdo K-ras e o tabagismo (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; RODENHUIS &
SLEBOS, 1990; RODENHUIS & SLEBOS, 1992; SLEBOS et al, 1991; SUGIO et al, 1992;
WESTRA et al, 1993). Em alguns estudos, o oncogene foi encontrado em 20 a 30% dos
pacientes fumantes ou ex-fumantes, e em apenas 5 a 9% dos nao fumantes (SLEBOS et al,
1991; SUGIO et al, 1992; WESTRA et al, 1993; GEALY et al, 1999; VAHAKANGAS,
2001). Nesses casos a mutacdo encontrada com maior freqii€ncia entre os fumantes € a troca
de guanina por timina (SLEBOS et al, 1991; WESTRA et al, 1993) enquanto que, nos nio
fumantes hd predominio de transi¢io G>A (GEALY et al, 1999; VAHAKANGAS, 2001).
Entretanto, nos dados obtidos por Kobayashi et al ndo houve correlagdo entre a presenca do

oncogene K-ras e tabagismo (KOBAYASHI et al, 1990).

Em relagdo ao gene K-ras, optamos por realizar a pesquisa somente nos
adenocarcinomas e nos carcinomas de grandes células, ja que a freqiiéncia de mutagdes no
carcinoma epidermdide ¢é extremamente baixa, € nula nos tumores de linhagem
neuroenddcrina. Ndo encontramos mutacio nos tumores estudados provavelmente, devido ao

pequeno nimero de pacientes (n=12).
3. Influéncia de mutacdes no p53 e K-ras no prognéstico:

Alguns fatores sdo bem conhecidos como determinantes de pior progndstico no
carcinoma de ndo pequenas células. Entre eles podemos citar o estadio TNM, a perda de
peso, estadio clinico e presenca de sintomas sistémicos (GRAZIANO, 1997). Alguns
estudos relatam um possivel impacto da idade, tipo histologico - epidermdide e nado
epiderméide (GAIL et al, 1984; BARBEIRO, 2001), grau de diferenciacdo e invasao
vascular (TAKISE et al, 1988).

Os resultados publicados sobre a influéncia dos genes p53 e K-ras no
progndstico dos pacientes com carcinoma de ndo pequenas células sdo controversos. Varios
fatores podem influenciar os resultados, e dificultar a comparagao dos resultados entre os
estudos. Além das diferencas quanto a populacdo estudada e a técnica empregada na
pesquisa de mutagdes, pode haver um bias de publicacdo pois, os trabalhos com resultados
positivos tém uma tendéncia a serem publicados na lingua inglesa e os com resultados

negativos sao relatados, mais freqiientemente, no idioma nativo (EGGER et al, 1997).
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Os trabalhos com imuno-histoquimica utilizam diferentes anticorpos na reacao
e os niveis considerados como positivos variam de pouco a mais de 50%. Além disso, as
mutacdes que levam a perda da expressdo da proteina ndo sdo detectadas pela imuno-
histoquimica. Em relacdo aos trabalhos que utilizam a técnica de PCR, a maioria nio
analisa todos os exons, e como foi dito anteriormente, com a concentracdo da pesquisa nos
exons 5 a 8 cerca de 17% das mutacdes deixariam de ser detectadas. Devemos ressaltar
que, os estudos de mutacdes genéticas ou de expressao de proteinas em tecidos neoplédsicos
tém sido feitos, principalmente, em pecas cirirgicas devido as limitacdes técnicas na
andlise de pequenos fragmentos de bidpsia ou de citologia. Portanto, a maioria dos estudos
sobre mutacdes no gene p53 é limitada a grupos de pacientes submetidos a cirurgia. Este
bias € significativo e pode obscurecer parcialmente, ou totalmente, os efeitos biolégicos da
mutacdo do gene p53 na taxa de progressdao do tumor (MURAKAMI et al, 2000). Outros
autores argumentam que, limitar o estudo a um grupo com doenga limitada € importante

pois, a utilidade como marcador de progndstico € maior em um grupo de pacientes tratados

com uma terapia potencialmente curativa (GRAZIANO et al, 1999).

Alguns autores encontraram uma relacdo entre a presenga de mutacdo no gene
p53 com um prognoéstico desfavoravel (FUJINO et al, 1995a; MARCHETTI et al, 1993;
PRZYGODZKI et al, 1996; QUINLAN et al, 1992; LAUDANSKI et al, 2001). Entretanto,
Miyake et al e Reinmuth et al, ndo encontraram qualquer relagdo (MIYAKE et al, 1999;
REINMUTH et al, 2000).

Em uma meta-andlise realizada por Mitsudomi e colaboradores, a presenca de
mutacdo no p53 teve correlacdo com pior progndstico em pacientes com adenocarcinoma,
mas ndo nos portadores de carcinoma epiderméide (MITSUDOMI et al, 2000). Analisando
somente pacientes com estadio avancado (Illa, IIIb e 1V) que ndo foram submetidos a
cirurgia, Murakami e colaboradores encontraram uma correlagdo positiva entre a presenca
de mutagdo no gene p53 e prognostico desfavoravel (MURAKAMI et al, 2000). Outra
meta-andlise, sugeriu um pior progndstico nos pacientes com alteracio no gene p53

(STEELS et al, 2001).
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Recentemente, alguns autores consideraram que diferentes tipos de mutagdes no
gene p53 tém diferentes impactos na sobrevida do paciente. A presenga de mutacdes que
levam a auséncia de expressdo da proteina p53 foi correlacionada com pior progndstico por
de Anta e colaboradores, fato ndo observado na presenca de mutacdo missense (de ANTA
et al, 1997). Entretanto, Tomizawa e colaboradores relacionam a presenca de mutacdes
missense com uma menor sobrevida nos pacientes com estadio I (TOMIZAWA et al,
1999). Alguns estudos correlacionam o progndstico com o exon alterado, Huang e
colaboradores encontram uma sobrevida menor entre os pacientes com muta¢do nos exons
7 e 8 enquanto que, Vega e colaboradores relacionam a presenca de mutacdo no exon

5 com pior progndstico (HUANG et al, 1998; VEGA et al, 1997).

Como as diferentes regides da proteina p53 possuem funcdes bioldgicas
distintas, o prognoéstico tem sido correlacionado com o local da mutacdo. Skaug e
colaboradores encontraram uma sobrevida menor entre os pacientes com mutacdo nos
codons responsaveis pela ligagdo com o 4dtomo de zinco, € nos codons envolvidos na

formacao do loop 2 (SKAUG et al, 2000).

Alguns autores encontraram uma associagdo entre a presenca da mutacdo K-ras e
um prognostico desfavordvel (ANDERSON & SPANDIDOS, 1993; BIRRER & BROWN,
1992; GIANCONNE, 1996; KWIATKOWSKI et al, 1998; MIYAKE et al, 1999;
RODENHUIS & SLEBOS, 1990; RODENHUIS & SLEBOS, 1992; SUGIO et al, 1992;
SZABO et al, 1993). Graziano e colaboradores encontraram uma associacdo entre a
presenca de mutacdo no gene K-ras e prognodstico desfavordvel somente nos pacientes com
carcinoma de nao pequenas células e estadio II (GRAZIANO et al, 1999). Quando
analisaram todos os pacientes, independentemente do estadio, ndo houve qualquer

correlagdo.

Huncharek e colaboradores em um trabalho de meta-anélise com 881 pacientes
com carcinoma de ndo pequenas células, a presenca de mutacdo no gene K-ras esteve

associada com menor sobrevida (HUNCHAREK et al, 1999).

Em um estudo com 136 pacientes com carcinoma de ndo pequenas células, nao
houve diferenca significativa na sobrevida em cinco anos quando analisada a presenca

isolada da mutacdo nos genes p53, K-ras e c-erbB-2. Porém houve diferenca significativa
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na sobrevida em cinco anos, quando os pacientes com mutacdo nos trés genes foram
comparados com os que ndo tinham qualquer mutacdo; a taxa de sobrevida foi de 40,2% e

82,6% respectivamente (SCHNEIDER et al, 2000).

A relacdo entre sobrevida e as diferentes mutagdes presentes no carcinoma de
pulmio, ainda ndo estd bem estabelecida. E necessdrio que seja realizado um estudo
prospectivo onde, o valor exato das alteracOes genéticas deve ser determinado por uma
andlise multivariada que considere os fatores progndsticos ja conhecidos. E pouco provivel
e seria até inocéncia pensar que apenas uma mutagdo seria suficiente para predizer varios
aspectos da evolugdo clinica de um paciente com cincer de pulmio. E mais provével que
um conjunto de alteragdes genéticas envolvendo varios genes tenha, associado a fatores

clinicos, uma influéncia no progndstico.
4. Genes p53 e K-ras e diagnéstico precoce

Nos udltimos dez anos, apesar de todo o investimento em pesquisa, ndo houve
melhora significativa no tratamento do carcinoma bronquico, visto que a maioria dos
pacientes apresenta doenca disseminada no momento do diagnéstico. Utilizando os
métodos atuais de diagndstico e tratamento, menos de 15% dos pacientes irdo sobreviver.
Portanto, ¢ de extrema importancia o desenvolvimento de procedimentos capazes de

realizar o diagnéstico precoce (KERSTING et al., 2000).

A pesquisa de mutacdes genéticas em escarro e lavado bronquico pode
contribuir para o diagndstico precoce do carcinoma bronquico. Para tal, € necessdrio que se
procure por uma alteracdo genética que ocorra precocemente durante o processo de

carcinogénese.

A mutacdo no gene p53 e a hipermetilacio no gene p16™* s30 alteragoes
genéticas precoces (KERSTING et al, 2000; SEIKE et al, 2000). Entretanto ha ddvidas se a
mutacdo no oncogene K-ras ocorre precocemente na carcinogénese ou se € um evento
tardio (KERSTING et al, 2000; MAO et al, 1994; SAGAWA et al, 1998; SCOTT et al,
1997; SOMERS et al, 1998).
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Mao e colaboradores encontraram mutacdes no gene K-ras em escarro obtido
13 meses antes do diagnostico da neoplasia (MAO et al, 1994). Em estudo semelhante
conduzido por Somers e colaboradores, a presenca de mutagdes no gene K-ras no escarro
precedeu o diagnéstico da neoplasia, em um periodo que variou de 1 més a 4 anos
(SOMERS et al, 1998). Somers e colaboradores também demonstraram que a pesquisa de
mutacdes no lavado bronquico pode auxiliar no diagndstico de lesdes pulmonares

periféricas (SOMERS et al, 1999).

Kersting e colaboradores, pesquisando mutagdes em escarro e lavado bronquico
de pacientes com neoplasia de pulmdo e em tabagistas sem evidéncia de neoplasia,

6™ % em ambos os grupos, enquanto que

encontraram mutagdes no gene p53 e pl
alteragcdes no gene K-ras s6 foram encontradas nos pacientes com neoplasia (KERSTING

et al, 2000).

Assim como na determinac¢ao do progndstico, o papel da biologia molecular no
diagndstico precoce ainda ndo foi, e estd longe de ser, definido. A busca por uma mutagao
com objetivo de auxiliar o diagndstico precoce pode ser frustrante; se considerarmos que
50% dos carcinomas de ndao pequenas células tém mutacdo no gene p53, deixariamos de
realizar o diagndstico em metade dos pacientes considerando que a mutagdo tenha ocorrido
precocemente em todos. O primeiro passo € definir um conjunto de alteracdes genéticas
precoces que poderiam ser uteis na busca por lesdes pré neopldsicas (veja a revisdo feita
por NIKLINSKI et al, 2001b), e utilizd-las em associagdo a outros métodos como a
tomografia computadorizada helical e a broncoscopia com material imunofluorescente.
Desta forma, teriamos estes métodos agindo de forma sinérgica e talvez, aumentando a

probabilidade de realizarmos o diagndstico precoce.

B- Carcinoma de pulmio pequenas células

O carcinoma de pulmado pequenas células corresponde a cerca de 20% dos
carcinomas bronquicos (TRAVIS et al, 1995). Recentemente foi relatada uma maior
proporcao de mulheres com CPPC do que homens, principalmente na populagdo mais jovem;
abaixo dos 65 anos de idade 34% das mulheres com carcinoma bronquico tinham CPPC

comparado com 18% dos homens (THOMPSON, 1998).
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Nas neoplasias neuroenddcrinas, cerca de 70% dos carcinomas de pequenas
células apresentam mutacio no gene p53 ; enquanto que nas demais ela € rara, variando de O
a 20% nos carcindides tipicos, e ausente nos tumores carcindides atipicos (LOHMANN et al,

1993; MILLER et al, 1992; PRZYGODZKI et al, 1996; TAKAHASHI et al, 1991).

Em um estudo mais recente Tseng e colaboradores, analisando 65 pacientes com
CPPC, encontraram mutacao no p53 em 57%. A justificativa para esta freqiiéncia mais baixa
foi o tamanho reduzido da amostra em outros estudos (normalmente menor do que 28
pacientes), a andlise somente dos codons 5-9 na maioria dos trabalhos e inclusdo de linhagens

celulares (TSENG et al, 1999).

Tseng e colaboradores encontraram mutacdo em 46% das mulheres e 65% dos
homens, com predominio de mutacdes do tipo missense (74%). A maioria das alteracOes
genéticas (81%) estava localizada nos exons 5-7, valor que corresponde ao banco de dados do
IARC (73,1%) (IARC, 2002). Neste mesmo estudo, ndo houve associacdo significativa entre
a presenca de mutacdes e a sobrevida, idade, raca e tempo de exposi¢ao ao tabaco. No CPPC
nao ha descricdo de codons hotspot (TSENG et al, 1999). Na meta-analise realizada por
Steels et al, ndo foi possivel analisar a influéncia da mutagdo no p53 na sobrevida dos
pacientes com CPPC porque havia um nimero pequeno de pacientes (n=28); e a conclusio
da meta-andlise € que novos estudos precisam ser realizados para determinar o impacto da
mutacdo no gene p53 no CPPC (STEELS et al, 2001). O tamanho da nossa amostra foi

pequeno e nao permitiu a andlise estatistica.

Comparamos as mutacdes encontradas no nosso estudo com as descritas no
banco de dados do IARC (IARC, 2002), utilizando as amostras classificadas como “oat cell
carcinoma”, “small cell carcinoma” e ‘“small cell carcinoma, intermediate cell”. Nao ha
mutacdo descrita no codon 152, e para os codons 153 e 173 ha relatos de mutacdes, porém
diferentes das encontradas neste estudo. No codon 153 ha relato de trés mutagdes, todas

G:C>A:T em sitios CpG. Ja no codon 173, hé referéncia a uma mutagao G:C>A:T.

Na literatura ha diversos trabalhos sobre o gene p53 no carcinoma de pulmao nao
pequenas células; entretanto, estudos semelhantes em carcinoma de pequenas células sdo

raros. Uma possivel explicacdo € a dificuldade de conseguir amostras de tumor para realizar o
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estudo. Nos CPNPC, a maioria dos trabalhos € realizada em pacientes submetidos a cirurgia e
como o CPPC raramente € operado, hé dificuldade para obter material para estudo. Pudemos
provar que € possivel estudar as alteracdoes genéticas no CPPC a partir da bidpsia
endobronquica, e talvez esta seja atualmente a Unica forma de aumentar a casuistica nos
estudos com pacientes virgens de tratamento, pois a andlise de pecas obtidas de necropsias
(fonte de alguns casos estudados por TSENG et al) pode falsear o padrao mutacional devido a

exposicao a agentes quimioterapicos e radia¢do ionizante durante o tratamento.

C- Avaliacao anatomopatoldgica da carina traqueal

Nos primeiros pacientes, houve dificuldade em realizar a bidpsia da mucosa
normal devido a qualidade das pingas disponiveis. Somente a partir do paciente 49 a
bidpsia foi realizada com pingas novas. Por esse motivo, o rastreamento de mutagdes foi
realizado em amostras de carina traqueal de todos os pacientes, porém o exame histolégico
esta disponivel em apenas 16 mucosas. Da lesdo tumoral foram obtidas amostras suficientes

para realizar o exame histopatoldgico e a extragdo de DNA.

Separamos os 16 pacientes dos quais obtivemos a mucosa da carina principal
para exame anatomopatoldgico, e comparamos os resultados obtidos com os dados da

literatura (ANEXO 5).

A invasdo da carina principal pela neoplasia é um fator importante para o
estadiamento, e conseqiientemente para a decisdo terapéutica e avaliagdo do prognoéstico. O
acometimento da carina é classificado, no sistema TMN como T4 (estadio IIIB)
(MOUNTAIN,1997), o que torna o tratamento cirdrgico pouco provdvel. A carina pode ser
acometida pelo tumor através da disseminacdo pela mucosa ou submucosa, ou a partir de
tecidos peribronquicos, ou secundariamente por invasdo tumoral proveniente de linfonodos

do angulo traqueobronquico ou do espaco subcarinal (WARREN & FABER, 2000).

Rotineiramente, a avaliacdo da carina traqueal € feita durante a broncoscopia
flexivel. Esta avaliacdo € baseada no aspecto macroscopico, se hd ou nio invasdo direta do

tumor, ou alargamento e/ou fixacdo da carina. Entretanto, ela pode estar acometida mesmo
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quando o seu aspecto anatdmico ¢ normal (WALTNER, 1961). A bidpsia de carina com
aspecto normal, ou bidpsia a cegas, foi realizada pela primeira vez em 1952 por Rabin, que
avaliou 124 pacientes por broncoscopia rigida e encontrou invasao da carina pela neoplasia
em 12,9% (RABIN et al, 1952). A freqii€éncia no nosso estudo foi de 18,75% (3/16), média
acima da relatada em outros estudos onde a freqiiéncia variou de 4,7 a 13,8% (GUNEN
et al, 2001; ROBBINS et al, 1979; SHURE et al, 1985; VERSTEEGH & SWIERENGA,
1963) . Gunen e colaboradores argumentam que esta variacdo pode ser devido a diferenga
no nimero de bidpsias realizadas e as técnicas e instrumentais utilizados (GUNEN et al,
2001). Como nossa amostra € pequena, a freqii€ncia acima da descrita na literatura pode ser

obra do acaso.

Segundo a teoria do “campo de canceriza¢do” (field cancerization), o epitélio
respiratorio por estar exposto a acdo de agentes carcindégenos pode desenvolver um cancer
em qualquer local, pois o processo de carcinogénese (hiperplasia—=>displasia leve—>displasia
moderada—>displasia severa—>carcinoma in situ) ocorre em varios pontos € em tempos
diferentes. Por isso, mesmo que a carina ndo seja acometida por invasdo direta, ela pode
apresentar um tumor sincronico ao tumor em investigacao. Como a carina € o sitio de maior
impactacdo de contaminantes, como os compostos do tabaco (KNUDSON, 1960;
AUERBACH et al, 1979), podemos supor que se hd um local mais provdvel para
encontrarmos uma lesdo pré-neopldsica, ou mesmo tumoral, este local seja a carina
principal ou secundéria. Gunen e colaboradores realizaram bidpsias da carina traqueal e da
carina do lobo superior ipsilateral ao tumor e 25% dos pacientes que eram considerados
como operdveis tiveram a cirurgia contra-indicada, além de ter havido alteragdo no

planejamento cirtrgico em outros 11,1% (GUNEN et al, 2001).

Entre os nossos pacientes, em um foi feito o diagndstico de carcinoma
epiderméide na carina. Como o tumor estava localizado no bronquio fonte esquerdo,
podemos supor que a carina foi acometida por extensao direta pela mucosa ou submucosa.
Em outros dois foi encontrado carcinoma in situ, que sugere o diagndstico de tumor
sincronico. Resultados ainda escassos sugerem que pequenos sitios de lesdes pré
neoplésicas ou carcinoma in situ podem ser removidos por bidpsia (KENNEDY et al,

2000b; LAM et al, 2000).
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A bidpsia de carina € facil de ser realizada, nio aumenta o custo da
broncoscopia e possui um baixo risco de complicagdes. Sua andlise histolégica pode contra
indicar um procedimento cirdrgico ou outros exames de estadiamento, diminuindo riscos e
mortalidade, e otimizando recursos. Entretanto, antes de ser adotado como um
procedimento de rotina, a técnica tem que ser padronizada para que os resultados entre

servicos distintos possam ser comparados e avaliados.
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6. CONCLUSOES
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1. A freqiiéncia de mutacdo no gene p53 em carcinoma de pulmio nao

pequenas células foi de 21%, valor dentro da faixa descrita na literatura (18 a

71%).

2. A freqiiéncia de mutacdo no gene p53 em carcinoma de pulmao de pequenas
células foi de 33,3%, valor abaixo da faixa descrita na literatura (57 a 70%)

que pode ser devido ao tamanho da nossa amostra (n = 9).

3. Se tivéssemos estudado somente os exons 5 a 8 a freqiiéncia de mutagdes
cairia para 15,7%, tornando importante a andlise de todos os exons

codificantes (2 ao 11).

4. Nos pacientes com carcinoma de pulmdo nao pequenas células todas as

mutacdes foram do tipo missense, semelhante ao descrito na literatura.

5. Era esperado que a maioria das mutagdes fossem transversdes G=>T porém,
houve predominio da transi¢ado G>A. Este fato pode estar relacionado ao
espectro mutacional do gene p53 na nossa populagdo, ou ser obra do acaso
em decorréncia do n do estudo. S3o necessdrios novos estudos para

determinar o espectro mutacional.

6. Quatro alteracdes encontradas sdo inéditas: mutacao silenciosa no codon 295,
mutacdo no codon 337 em carcinoma de grandes células, transversao T>A
no codon 237 e mutacdo no codon 152 em carcinoma de pulmdo de

pequenas células.

7. A pesquisa na mucosa da carina traqueal revelou duas mutagdes no gene p53,
que podem estar relacionadas a hipétese de que esta alteracdo seja um evento

precoce na carcinogénese.

8. Nao encontramos muta¢do no gene K-ras em amostras de tumor e em
mucosa de aspecto normal. Este resultado pode estar relacionado ao fato da

mutacdo no gene K-ras ser um evento tardio no processo de carcinogénese.
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. Entre os 12 pacientes com CPNPC nos quais foi possivel realizar o exame
histolégico da carina traqueal, trés apresentaram acometimento por células
neopldsicas. A bidpsia da carina com aspecto normal pode ser um
procedimento importante no estadiamento; principalmente em pacientes
potencialmente cirtrgicos, por evidenciar a invasdo neopldsica dessa

estrutura ou por permitir o diagndstico de um tumor sincroénico.

10. Nao houve relagdo entre a presenca de mutagdo no gene p53 e o tempo de
tabagismo (anos/mago), estadiamento ou progndstico. Porém, o n €

pequeno para maiores conclusoes.
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ANEXO 1

Seqiiéncia do gene p53 (exons 2 a 11). Sitios CpGs estao em vermelho.

1 EXON2 ...ATG GAG GAG CCG CAG TCA GAT CCT AGC GTC GAG CCCCCT CTG AGT 15
16 CAG GAA ACA TTT TCA GAC CTA TGG AAA CT EXON3 A CTT CCT GAA AAC AAC 30
31 GTT CTG EXON4 TCC CCC TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GAT TTG ATG CTG 45

46 TCC CCG GAC GAT ATT GAA CAATGG TTC ACT GAA GAC CCA GGT CCA 60

61 GAT GAA GCT CCC AGA ATG CCA GAG GCT GCT CCC €CGC GTG GCC CCT 75

76 GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT GCA CCA GgCcc ccecTeecao

91 TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA ACC TAC CAG GGC 105

106 AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG 120

121 TCT GTG ACT TGC ACG EXONS5 TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TTT TGC 135
136 CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA 150

151 CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG CAG 165

166 TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG 180

181 CGC TGC TCA GAT AGC GAT G EXON6 GT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC 195
196 CGA GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC 210

211 ACT TTT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG EXON7 GTT 225
226 GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT 240

241 TCC TGC ATG GGC GGC ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC 255

256 ACA CTG GAA GAC TCC AG EXONS8 T GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT 270
271 GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG 285

286 GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG ccCcC 300

301 CCA GGG AGC ACT AAG CGA G EXON9 CA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCCTCT 315
316 CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC ACC CTT 330

331 CAG EXON10 ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG AAT 345
346 GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG 360

361 GGG AGC AGG GCT CAC TCC AG EXON11 C CAC CTG AAG TCC AAA AAG GGT CAG 375
376 TCT ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT 390

391 GAC TCA GAC TGA
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ANEXO 2

Exon 4 — 307pb (bidpsias tumores)
1? coluna: Ladder 100pb, CN, CN2, 4, 6, 8,9, 10

2* coluna: 11, 12, 13, 17, 20, 24, 27

Exon 4- 307pb (bidpsias tumores)
1% coluna: 26, 34, 35, 36, 37, 39, 42

2% coluna: 43, 46, 49, 52, 55, 57, 62

Exon 4 -307pb

Ladder 100pb, peca cirurgica(1ul de DNA),
CN(1ul de DNA), peca cirdrgica( 2ul de
DNA),CN(2ul de DNA).Em todos hd um resto
de primer e somente a peca cirurgica foi
amplificada.

Exon 4- 307pb
Ladder 100pb, tumor 34, tumor35, peca cirdrgica,
peca cirurgica.
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ANEXO 3

1. Gel de Acrilamida 4,75% (estoque de 100 ml)
- 36g de uréia (SIGMA);
- 1g de resina (AMBERLITE MB 150 RESINA);
- 10 ml de TBE 10X;
—> Acrilamida (4,28g de acrilamida — GIBCO BRL + 0,23g de Bis Aryloyl-
Piperazina — SIGMA);
Misturar a uréia + resina + TBE + acrilamida e g.s.p. 100 ml. Homgeinizar

tudo e filtrar.

2. TBE 10X concentrado (estoque de 100 ml)
- 108g Trizma — Base (SIGMA);
- 55g Acido Bérico (SIGMA);
- 8,3g de EDTA (GIBCO - BRL), pH 8,5.
- q.s.p. 100 ml
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ANEXO 4

MAPA DOS PACIENTES - AMOSTRAS DE TUMOR
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ANEXO 4: Mapa dos pacientes - amostras de tumor

%
. PACIENTE TIPO HISTOLOGICO K-ras 12,13 K-ras 61 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10
§ 27T Carcinoma de pequenas células 173 normal normal normal normal normal
% 3T Carcinoma epidermoide normal nao amplificou | nao amplificou | ndo amplificou | ndo amplificou | nao amplificou
v 5T Carcinoma de pequenas ceélulas 153 normal normal normal normal normal
% 6T Carcinoma de pequenas células normal normal normatl normal normal normal
§ 9T Adenocarcinomarcinoma normal normal normal normal normal normal normal normal
: 11T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
: 13T Carcinoma epidermoide normal normal normai normal normal normal
: 15T Carcinoma epiderméide normal normal 237 normal normal normal
. 16T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
§ 17T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
. 18T Carcinoma epidermoide * normal normal normal normal normal normal
19T Carcinoma epidermoide normal nao amplificou | nao amplificou | ndo amplificou | ndo amplificou | nao amplificou
20T Adenocarcinomarcinoma normal normal normal normal normal normal normal normal
21T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normai
2271 Carcinoma epidermdide 159 normal normal normal normal normal
23T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal nao amplificou normal
24T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
25T Adenocarcinomarcinoma normal normat normatl normal normai normal normal normal
26T Indiferenciado nao pequena célula normatl 213 normal normal normal normal
27T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
28T indiferenciado de grandes células normal normal normal normal normal normal normal normal
30T Indiferenciado nao pequena céluia normal normal normal 295 normal normal
31T Carcinoma epidermdoide normal normal normal . normal normal normal
32T Carcinoma epidermdide normal normal normal normal normal normal
33T Indiferenciado ndo pequena célula normal normal normal normal normal normal
34T Adenocarcinoma normal normal normal normal normal normal normal normal
35T Adenocarcinoma normal normal normal normal 249 normal normal normal
36T Indiferenciado de grandes céluias normal normal normal normal normal normal normal normal
37T Carcinoma de pequenas células normal normal normatl normal normal normal
397 indiferenciado. ndo oat cell normal normal normal normail normal normal
41T Carcinoma epidermoide normal normai normal normal normal normal
427 Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
43T Adenocarcinomarcinoma normal normal normal normal normal normal normal normal
457 Carcinoma epidermoide normal normal normal 285 normal normal
46T Carcinoma epidermoide normal normal normal normal normal normal
48T Carcinoma de pequenas células normal normal normal normai normal normal
49T Indiferenciado de grandes células normal normal normal normal normal normal normal 337
50T Carcinoma epidermoide normal 213 normail normal normal normal
51T Adenocarcinomarcinoma normal normal normal normal normal normal normal normal
52T Carcinoma epidermoide normal normal nomal normal normal normal
53T Carcinoma epidermoide normal : normal’ normal normal " normal normal
54T Carcinoma epidermoide normal - normal - normal normal normal normal
55T Carcinoma de peguenas células normal |- - normal - normal normal normal normal
56T Carcinoma de pequenas células 152 Jeoonormal oo ‘normal normal normal normal
57T Carcinoma epidermdide normal | normal - | normal normal normal normal
58T Indiferenciado de grandes células normal normal normai | onormal - o normal normal normal 337
59T {Carcinoma de pequenas células normal .| “pormal | - normal - normal normal nao ampilificou
60T Adenocarcinomarcinoma ~ normal | nao amplificou | ndo amplificou | ndo amplificou | ndo amplificou normal
61T __|Carcinoma epidermoide . . L b normal | normal " :f- . normal | 275 normal normal
62T Carcinoma de pequenas células b normal normal | normal normal normal normal
63T Adenocarcinomarcinoma . 2 o e s o p e ormal ‘normal 1 - normal - normal normal normal




ANEXO 5

MAPA DOS PACIENTES - AMOSTRA DE MUCOSA
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ANEXO 5: Mapa dos pacientes - amostra de mucosa

ORDEM HISTOLOGIA DO TUMOR HISTOLOGIA MUCOSA K-ras 12,13 K-ras 61 “Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10
2M Carcinoma de peqguenas células Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
3M Carcinoma epidermoéide Nao realizado normal normal normal sem DNA sem DNA normal sem DNA normal
5M Carcinoma de pequenas céiulas Nao realizado normail normal normal normal normal normal normal normal
6M Carcinoma de pequenas celulas Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
oM Adenocarcinoma N&o realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
11M Carcinoma epidermoide Nao realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
13M Carcinoma epidermoide Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA normal
15M Carcinoma epidermoéide NZo realizado normal normal sem DNA normal normal normal normal normal
16M Carcinoma epidermoide N&o realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
17M Carcinoma epiderméide N&o realizado normal normal normail normal normal normal normal normal
18M Carcinoma epiderméide N&o realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
19M Carcinoma epidermodide N&o realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
20M Adenocarcinoma NZo realizado normal normal normal normal normal normal normal normail
21M Carcinoma epidermoide Nao realizado normai normal normal normal normal normal sem DNA normal
22M Carcinoma epidermobide Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
23M Carcinoma epidermoide N3ao realizado normal normal normal normal normal normal sem DNA normal
24M Carcinoma epidermoide N&o realizado normal normal normal normal normal! normal normal normal
25M Adenocarcinoma Nao realizado normal normal normal normal normal sem DNA sem DNA normal
26M Indiferenciado nao pequena célula  {Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
27TM Carcinoma epidermbide Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
28M Indiferenciado de grandes células N&o realizado normal normal normal normal normal sem DNA normal normal
30M Indiferenciado nao pequena celula  |N&ao realizado normal normal normal normal normal 295 normal normal
31M Carcinoma epidermoide Nao realizado normal normal normal normal normal sem DNA normal normal
32M Carcinoma epidermoide Nao realizado normal normal normal normal normal sem DNA normal normal
33M Indiferenciado ndo pequena celula  {N&o realizado normal normal normal normal normal sem DNA normal normal
34M Adenocarcinoma NZo realizado normal normal normal normal normal sem DNA sem DNA normal
35M Adenocarcinoma N&o realizado normal normal normal normal normal sem DNA normal normal
36M indiferenciado de grandes células Nao realizado normal normal normail normal normal normal sem DNA normal
37TM Carcinoma de pequenas células Nao realizado normal normal normal normal normal normal normal sem DNA
39M Indiferenciado ndo pequena célula INdo realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
41M Carcinoma epidermoide Nao realizado normal normal normal sem DNA normatl normal normat normal
42M Carcinoma epidermoide Nao realizado normatl normal normal normal normal normal sem DNA normal
43M Adenocarcinoma Nao realizado sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA sem DNA
45M Carcinoma epiderméide Carcinoma in situ normal normal normal normal sem DNA normal normal normal
46M Carcinoma epidermoide Processo inflamatorio crénico sem DNA sem DNA normal sem DNA sem DNA normal sem DNA sem DNA
48M Carcinoma de pequenas células Nao realizado normal normal normal normal normal normal sem DNA normal
49M indiferenciado de grandes células Traquéia normai sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal 337
50M Carcinoma epidermdide Processo Inflamatério agudo sem DNA sem DNA normal 213 normal normal normal normal
51M Adenocarcinoma Traguéia normal sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
52M Carcinoma epidermdide Displasia intensa + Ca in situ sem DNA sem DNA normal normal normal normal normai normal
53M  |Carcinoma epidermdide Nao realizado normal normal normal normal normal normal normal normal
54M Carcinoma epidermdide Carcinoma epiderméide sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
55M Carcinoma de pequenas celulas Traguéia normal sem DNA sem DNA normal normal sem DNA normal normal normal
56M Carcinoma de pequenas células Traguéia normal sem DNA sem DNA normal normal sem DNA normai normal normal
57M Carcinoma epidermoide Metaplasia escamosa sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
58M Indiferenciado de grandes celulas Traguéia normal sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
59M Carcinoma de peguenas células Traquéia normal sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normatl
60M Indiferenciado ndo pequena célula |Traquéia normal sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
81M Carcinoma epidermoide Displasia leve sem DNA sem DNA normal normal normal normal normat normal
62M Carcinoma de peguenas células Traquéia normal sem DNA sem DNA normal normal normal normal normal normal
63M Adenocarcinoma Processo Inflamatdrio crénico sem DNA sem DNA normal normail normal normal normal normal




ANEXO 6

Mutacao espontanea em sitios CpG metilados (mCpG)

Clitosiia

1. Sitio CpG metilado sofre desaminacdo espontianea e é convertido em
timina. O sitio CpG ndo metilado ao sofrer desaminag@o € convertido em
uracila. A desaminacio da metilcitosina é um evento raro, enquanto que a
desaminacdo da citosina é mais comum e por isso existe um sistema
protetor.

2. A enzima uracil-DNA-glicosidase remove o residuo uracila. Isto
deixa uma guanina livre e o “sistema de reparo” insere uma citosina.

3.Devido ao sistema protetor da uracil-DNA-glicosidase, o sitio CpG
nao metilado ndo sofre mutagdo. No sitio mCpG ocorre a transi¢do
G—> A, caracteristica das mutagdes espontineas (vide discussio).
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