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Marcadores moleculares no cancer de pulmao: papel progndstico
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Molecular markers in lung cancer: prognostic role and relationship to smoking
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RESUMO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado um nexo causal entre tabagismo e carcinoma de pulmédo. Embora a
maioria dos canceres de pulmio esteja associada com tabagismo, somente uma minoria de grandes tabagistas
desenvolve essa malignidade, o que leva ao conceito de que fatores genéticos afetam a susceptibilidade individual. As
principais alteracdes moleculares no cancer de pulmio sio: genes de supressdo tumoral, proto-oncogenes e fatores de
crescimento, atividade da telomerase e status de metilacdo de promotores. Fatores estimuladores da angiogénese
(fator de crescimento endotelial vascular) e fatores relacionados a proliferacio e apoptose de células tumorais
(receptor para fator de crescimento epidérmico, p53, K-ras, retinoblastoma, BCL-2) sdo bem conhecidos. Varios desses
fatores genéticos foram investigados, porém nenhum deles apresentou seletividade no que diz respeito a importancia
prognostica ou eficacia terapéutica. Estratégias terapéuticas para o tratamento do cdncer de pulmio devem considerar
essas alteracdes genéticas precoces para promover o seu reparo ou eliminar as células tumorais.

Descritores: Tabagismo; Neoplasias pulmonares; Marcadores genéticos; Prognostico

ABSTRACT

Epidemiological studies have demonstrated a causal relationship between smoking and lung cancer. Although most lung
cancer cases are linked to smoking, only a minority of heavy smokers develop lung cancer, leading to the notion that
genetic factors affect individual susceptibility. The principal molecular changes in lung cancer are seen in tumor suppressor
genes, proto-oncogenes, growth factors, telomerase activity, and methylation status of promoters. Well-known agents
include angiogenesis-stimulating factors (such as vascular endothelial growth factor), as well as factors related to tumor
cell proliferation and apoptosis (epidermal growth factor receptor, p53, K-ras, retinoblastoma and BCL-2). Several of
these genetic factors have already been investigated, but no single parameter has yet presented sufficient selectivity
regarding prognostic value or therapeutic efficacy. Treatment strategies to cure lung cancer should focus on these early
genetic lesions in order to promote their repair or to eliminate these lung cancer cells.
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INTRODUCAOQ

0 cancer de pulmio (CP) representa a principal
causa de morte por cancer entre homens e mulheres
em estatisticas norte-americanas com, aproximada-
mente, 170.000 mortes ao ano. Corresponde a 1/6 de
todas as mortes por cancer. No mundo, o CP ¢ o que
acomete o maior nimero de pessoas (cerca de 1,2
milhdo de casos novos ao ano). Menos de 15% dos
pacientes com CP sobrevivem em cinco anos porque,
geralmente, apresentam-se com doenca avancada.
Cerca de 80% dos CP sdo carcinomas de pulmio nio
pequenas células (CPNPC): escamoso, adenocarcino-
ma, grandes células. O restante sdo carcinomas de
pulmio pequenas células (CPPC). Esta divisdo tem im-
portancia no plano terapéutico e prognostico.!-?

Em estatisticas norte-americanas, a incidéncia
de CP estabilizou-se no periodo de 1995 a 2001.
Entretanto, entre as mulheres houve um aumento
na incidéncia de 0,3% ao ano no periodo de 1987
a 2001. Em homens, os trés principais canceres
correspondem aos de prostata, pulméao, e célon e
reto (56% dos canceres diagnosticados, sendo o
de prostata responsavel por 33%). Em mulheres
predominam os tumores de mama, pulmao, e co-
lon e reto (55% dos canceres diagnosticados, sendo
o de mama responsavel por 320).0-?)

Aincidéncia de CP no Brasil tem aumentado nas
ultimas décadas e sua mortalidade permanece eleva-
da, de forma similar ao que acontece no restante do
mundo.®” No Brasil, o CP é a primeira causa de morte
por cancer entre homens e a segunda entre as mu-
Theres. O numero de casos novos de CP estimado
para o Brasil em 2005 ¢ de 17.110 entre homens e
de 8.680 entre as mulheres. Estes valores correspon-
dem a um risco estimado de 19 casos novos/100.000
homens e 9/100.000 mulheres. Excetuando-se os
tumores de pele ndo melanoma, o CP em homens ¢
o segundo mais comum nas regides Sul (36/100.000),
Sudeste (23/100.000) e Centro-Oeste (15/100.000),
sendo nas regides Norte e Nordeste o terceiro mais
freqiiente (8/100.000 em ambas as regides). Entre
as mulheres ¢ o quarto mais comum nas regides Sul
(16/100.000), Sudeste (11/100.000), Centro-Oeste (8/
100.000) e Norte (5/100.000), sendo o quinto mais
freqiiente na regido Nordeste (5/100.000).57

TABAGISMO COMO FATOR DE RISCO

Varios sdo os fatores de risco para o CP: asbes-

to, radonio, exposicdo ocupacional e ambiental e
fatores genéticos. Porém, o mais importante é o
tabagismo, responsavel por 80% do risco atribui-
vel entre homens e 45% dos casos entre as mulhe-
res.® As taxas de incidéncia de CP sio, geralmente,
mais altas em homens do que em mulheres. Tem
sido observado que as taxas em mulheres vém au-
mentando e as taxas nos homens tém se mantido
estaveis, com tendéncia ao declinio.®? O CP per-
manece como uma doenca altamente letal. A so-
brevida média cumulativa em cinco anos ¢ de 13%
a 21% em paises desenvolvidos e de 7% a 10% em
paises em desenvolvimento, com uma média mun-
dial estimada de 119.C-7

A associacdo causal entre tabagismo e CP ¢ acei-
ta desde a década de 1950, quando estudos tipo
caso controle registraram um risco relativo de 10.#
Estudos de coorte mostraram que a mortalidade de
CP aumentava proporcionalmente com a carga ta-
bagica, sendo este dado mais importante do que a
concentragio de alcatrio e nicotina no tabaco.® %
Os dados epidemiologicos em tabagismo e CP pre-
enchem critérios de causalidade: consisténcia dos
resultados, forca de associagdo, especificidade e
seqiiéncia temporal entre exposicio e desfecho, além
de plausibilidade bioldgica.!™

Taxas de incidéncia de CP em um determinado
pais refletem o seu consumo de tabaco. Inquérito
domiciliar, realizado no Brasil, apontou que o per-
centual de fumantes regulares de cigarro variou
entre 13% e 25% e os maiores percentuais foram
observados nos municipios de Porto Alegre (RS),
Curitiba (PR) e Floriandpolis (SC). Foi observada alta
prevaléncia de tabagismo entre adolescentes (entre
9% e 27%), bem como uma idade média de inicia-
¢do precoce, principalmente entre mulheres. Estes
resultados reforcam a importancia de acdes de com-
bate ao tabagismo, principalmente entre as mulhe-
res e jovens.®7)

Cerca de 87% dos CP sédo relacionados a expo-
sicdo ao tabaco. O risco relativo para desenvolvi-
mento de CP em tabagistas é 24 vezes maior do
que em nio tabagistas. O risco relativo de CP em
ex-tabagistas, embora menor do que nos tabagis-
tas, ¢ maior do que em nio tabagistas, o que refor-
ca a necessidade de medidas de prevencdo prima-
ria, pois mais de 50% dos CP ocorrem em ex-taba-
gistas. O uso de quimioprevencdo em ex-tabagistas
repousa na evidéncia de dano genético persistente
na via aérea tanto quanto no papel etiologico do
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tabaco nas alteragcdes genéticas. Alguns desses
agentes sdo: retindides, carotenos, e N-acetilcistei-
na, com resultados conflitantes de beneficio.("2"

O tabagismo passivo também aumenta o risco
de desenvolvimento de CP. Ex-tabagistas tém uma
reducdo progressiva do risco apos abandono do
habito num periodo minimo de cinco a vinte
anos.” Embora a maioria dos CP esteja relaciona-
da ao tabagismo, somente uma minoria de paci-
entes com elevada carga tabagica desenvolve CP,
pois fatores genéticos podem influenciar a sus-
ceptibilidade individual.'? A incidéncia dos dife-
rentes tipos histologicos no CP sofre influéncia do
tabagismo: o carcinoma de células escamosas e,
principalmente, o CPPC tém uma estreita e forte
ligacdo com o tabaco, influéncia esta maior que
no adenocarcinoma, que pode ser nitidamente mais
freqiiente entre as mulheres.(3-'9

TABAGISMO COMO FATOR PROGNOSTICO

Diversos sdo os fatores clinicos, anatomopato-
l6gicos, radiologicos e/ou laboratoriais relaciona-
dos a apresentacdo clinica, resposta ao tratamento
e sobrevida no CP, tais como: tipo histologico, per-
da ponderal, performance status, estadiamento e
marcadores tumorais.!"” Apesar da variedade de fa-
tores progndsticos, a complexidade e o custo im-
pedem a sua ampla utilizacio na pesquisa e na pra-
tica clinica. Estudos sobre prognostico tém permi-
tido a escolha de condutas mais adequadas, de
acordo com a tolerancia ao tratamento, chance de
resposta e provével sobrevida.('?

Desde a década de 1960 ha interesse em des-
crever fatores clinicos, radiologicos e laboratoriais
que permitam melhor andlise do progndstico.(>'®
0 tabagismo foi considerado preditor importante e
independente no encurtamento da sobrevida de
pacientes com CP, através de estudo com 1.155
pacientes, em que as principais varidveis analisadas
foram: idade, sexo, histologia e estadiamento.!”

0 tabagismo estd associado a outros fatores
que podem contribuir para uma pior sobrevida no
CP: pior nivel socioecondmico," pior estado nu-
tricional," presenca de doencgas associadas,?
imunodepressio®’ e mutacdes que promovem car-
cinogénese.? Destes, a presenca de doencas as-
sociadas parece ser o fator mais importante, pois
o tabagismo estd associado a diversas outras do-
encas, além do CP.
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Pacientes tabagistas com CP podem morrer atra-
vés de varias doencas associadas ao tabaco. Em-
bora seja comum o conceito de que quase todos
os pacientes com CP morram desse mal, isto ndo é
sempre verdade, pois 20% a 40% dos pacientes
com CP ndo metastatico morrem sem evidéncia de
progressio da doenca.?” Assim, a associacio en-
tre tabagismo e sobrevida diminuida, pelo menos
em pacientes com CP ndo metastatico, pode se
dar pelas co-morbidades relacionadas ao tabaco.

Pacientes tabagistas podem ter menor sobrevi-
da pelo fato de receberem tratamento menos com-
pleto, possivelmente porque o tabagismo esta as-
sociado a um nivel socioecondmico mais baixo,
prejuizo na fungdo pulmonar ou a co-morbida-
des, o que faz com que estes pacientes sejam ex-
cluidos de um tratamento mais radical.?”

0 IMPACTO DO TABAGISMO NA SAUDE E
NAS MULHERES

A Organizacdo Mundial de Saude estima que 5
milhdes de pessoas morrem por ano em todo o
mundo devido ao tabaco.” A exposi¢io a fumaca
do tabaco, através da inalagdo de grandes doses,
¢ causa de cancer, doencas cardiovasculares e res-
piratdrias. As taxas de CP entre fumantes leves (de
um a nove cigarros/dia) sdo, em média, seis vezes
maiores do que em ndo-fumantes, o que indica
que o tabagismo ¢ um grande fator de risco, mes-
mo quando a exposicdo ¢ baixa, pois ndo ha ni-
veis seguros de exposicdo. Mesmo fumantes que
ndo tragam (de charutos e cachimbos) tém um
risco elevado de CP, cerca de dez vezes maior que
os nio fumantes.??

Mulheres podem ser mais susceptiveis aos car-
cindgenos do tabaco do que homens, pois com a
mesma carga tabagica que os homens apresentam
taxas mais elevadas de CP."" A mortalidade por CP
entre as mulheres esta aumentando de forma mais
rdpida do que entre os homens. A mortalidade por
este tipo de cancer, de 1979 a 1999, mostrou um
crescimento de 57% entre os homens e de 1220
entre as mulheres.®”

CIGARROS DE BAIXOS TEORES, _
TABAGISMO PASSIVO E POLUICAO
TABAGISTICA AMBIENTAL

Depois que foi demonstrado que cigarros po-
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diam causar cancer, os fabricantes de cigarros pas-
saram a colocar filtros nos mesmos, desenvolven-
do cigarros de baixos teores de alcatrdo e nicoti-
na. Os dispositivos de ventilagdo dos filtros sdo
orificios ou perfuracdes que servem para diluir a
fumaca inalada pelo fumante com ar, reduzindo a
concentracao das emissdes de alcatrdo, nicotina e
mondxido de carbono.?”

Uma forma de o fumante compensar a reducio
da emissdo de nicotina, devido a diluicdo da fu-
maca com o ar que entra pelos poros do filtro do
cigarro, ¢ aumentar o volume da fumaca inalada.
Ao mudar de uma marca de teor regular para ou-
tra de baixo teor, o fumante imediatamente realiza
um processo de compensacao, através de mudan-
cas na forma de fumar, para obter a nicotina ne-
cessaria para satisfazer sua dependéncia, através
de uma inalacdo mais profunda.®”

Um estudo de coorte® analisou o risco de
desenvolvimento de CP entre tabagistas de ci-
garros de conteudo médio, baixo e muito baixo
de alcatrdo, fié¢is a mesma marca de tabaco por
mais de dez anos, com ex-tabagistas e ndo-taba-
gistas. Independentemente do teor de alcatréo,
os tabagistas tinham maior risco de CP do que
ex-tabagistas e ndo-tabagistas. O risco de CP foi
semelhante entre os tabagistas de médio, baixo e
muito baixo teores de alcatrdo, o que ¢ compati-
vel com o fendmeno do ato compensatdrio de
fumar.?®

A queima dos derivados do tabaco leva a
formacdo de duas correntes de fumaca: a cor-
rente principal (gerada durante as tragadas e
que entra pela boca do fumante) e a secunda-
ria (formada no intervalo entre as tragadas e
emitida livremente da ponta do cigarro aceso
ao ambiente). A poluicdo tabagistica ambiental
¢ a fumaca do tabaco liberada para o ambiente
e que as pessoas inalam involuntariamente.
Pesquisas sobre tabagismo passivo mostram que
entre ndo-fumantes expostos de forma cronica
a poluicdo tabagistica ambiental o risco de CP
¢ 30% maior do que entre os ndo fumantes nédo
expostos.® Os primeiros estudos sobre taba-
gismo passivo avaliaram o risco entre mulheres
ndo-fumantes e mostraram que o risco de mor-
te por CP era mais elevado entre as mulheres
niao fumantes casadas com fumantes, do que
entre mulheres ndo fumantes casadas com néo
fumantes.0-3"

TABAGISMO E ALTERACOES )
MOLECULARES NO CANCER DE PULMAO

A fumacga do tabaco contém mais de 4.000 com-
ponentes ja identificados, sendo que ha mais de
60 carcinogenos presentes. As principais classes
de carcinégenos na fumaca do tabaco sdo os hi-
drocarbonos policiclicos (como benzopireno), as
nitrosaminas e as aminas aromaticas. Estas subs-
tancias promovem dano no acido desoxirribonu-
cleico (DNA) por ativacdo de pro-carcindgenos
(enzimas de fase 1), o que é contrabalancado pela
capacidade de “eliminar” carcindgenos (enzimas
de fase 11).6? A capacidade de reparo do DNA ¢
significativamente menor em pacientes com CP do
que em controles.®?

Cerca de 50 genes de supressdo tumoral e mais
de 100 oncogenes ja foram descritos e, como eles
participam intimamente da regulacdo do cresci-
mento e divisdo celular, o CP pode ser considera-
do uma doenca do ciclo celular.®?3% 0 modelo do
ciclo celular consiste de uma fase S (sintese do
DNA) e uma fase M (mitose), intercaladas por 2
fases (G1 e G2).6Y

Substancias presentes no tabaco podem atuar
como carcindgenos ou, geralmente, pro-carcind-
genos, que necessitam ser ativados em carcindge-
nos por enzimas de fase | (codificadas pelos ge-
nes do citocromo P450 - CYP). Estes carcinoge-
nos podem se ligar ao DNA, e induzir mutacdes e
carcinogénese.®?% A familia CYP ¢ dividida em
dez subfamilias (CYP1-10) e as subfamilias CYP1-
4 sdo primariamente envolvidas no metabolismo
de drogas.®?*Y Enzimas de fase 1 ativam metaboli-
camente pro-carcindgenos em intermedidrios to-
xicos a célula que podem se ligar ao DNA ou ser
transformados por enzimas de fase Il, por conju-
gacdo, em intermedidrios hidrossoluveis que sdo
excretados pela célula. Individuos eficientes no me-
tabolismo de fase | e deficientes no metabolismo
de fase Il acumulam intermedidrios téxicos a cé-
lula, o que aumenta o risco de CP. As enzimas en-
volvidas na ativacdo e conjugacio de constituin-
tes do tabaco sdo o citocromo P450, enzimas de
fase | (CYP1A1, CYP2E1) e enzimas de fase Il como
a glutatione S-transferase (GST), que contém cin-
co familias: alfa (GSTA), sigma (GSTS), mu (GSTM),
pi (GSTP) e teta (GSTT), além de N-acetiltransfera-
ses. Varios estudos ja comprovaram a associagdo
do tabagismo e alteracdes moleculares relaciona-
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Quadro 1 - Principais marcadores moleculares encontrados no cancer de pulméo

Genes de supressdo tumoral
Proto-oncogenes

P53, Rb, p16, p21
K-ras, c-myc, c-erB-1 e 2, HGF, HER-2

Telomerases hTERT

Hipermetilacdo e fatores de crescimento GRP/BN, TGF-b, FDGF, PTHrP, 1GF-I e Il
Apoptose e angiogénese BCL-2, VEGF

Amplificacdo génica HER-2

Fonte adaptada a partir das referéncias 2, 15 e 22.

das ao CP.(5223442) Estas alteracOes principais e suas
freqiiéncias no CPNPC e CPPC estdo resumidas nos
Quadros 1 e 2.

GENES DE SUPRESSAO TUMORAL

Ha duas classes de oncogenes: dominantes e
recessivos (ou genes de supressdo tumoral). Onco-
genes dominantes, diferentemente dos recessivos,
sdo facilmente identificados, pois tém efeito gené-
tico dominante em converter uma célula normal em
maligna. Para isto basta afetar somente um de seus
dois alelos, diferentemente dos recessivos, que ne-
cessitam que a mutacdo afete o par de genes para
a carcinogénese ocorrer. Mecanismos moleculares
de ativacdo de oncogenes incluem amplificacgio,
mutacdo pontual, translocacio e hiperexpressao da
proteina ou do nivel de transcricio do gene.®™

A primeira comprovacdo dos genes de supres-
sdo tumoral foi a identificacdo do gene retinoblas-
toma (Rb), sendo que defeitos no Rb sdo quase
universais no CPPC, mas observados em somente

Quadro 2 - Principais diferencas nas freqiiéncias dos
marcadores moleculares no cancer de pulméo

Marcador molecular CPNPC (%) CPPC (%)
p53 40-60 40-70
Rb 30 ~100
p16 10-40 <1
K-ras 15-20 <1
c-myc 10 80-90
BCL-2 12-25 75-80
c-erB-2 25 <5
FHIT 40 80
Telomerases 80-85 ~100
GRP/BN Raro 20-60

CPNPC: carcinoma de pulméo ndo pequenas células;
CPPC: carcinoma de pulmao pequenas células.
Fonte adaptada a partir das referéncias 2, 15 e 22.
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30% dos CPNPC.6% 0 gene Rb, localizado no brago
longo do cromossomo 13 (13q), codifica uma fos-
foproteina nuclear reguladora da divisdo celular. O
papel da expressdo alterada do Rb e do p53 foi
estudado no CPNPC.®? Algumas anormalidades na
via do p53 e do Rb (expressdo aumentada de cicli-
na D1 e mutacdes no p53) significaram pior prog-
nostico, porém, como ha uma grande complexida-
de e interacdo entre diversas proteinas, estes resul-
tados necessitam ser ainda avaliados.”

0 gene de supressdo tumoral p53 ¢ o gene que
mais comumente sofre mutacdo no CP. O gene p53
esta localizado no braco curto do cromossoma 17
(17p), e a mutacdo do mesmo, quando relacionada
ao CP e ao tabagismo, ¢ quase que exclusivamente
no codon 157. Mutacdes no gene p53 promovem
transversdes guanina-timina (G-T). A proteina p53
normal pode induzir o p21, resultando em defosfo-
rilacdo do Rb e inibicdo do ciclo celular. O gene
p53 regula o crescimento celular na interface G1-S
do ciclo celular e tem papel importante na inducio
de apoptose nas células com dano no DNA.6-37)

A proteina p53 ¢ importante na apoptose de cé-
lulas com DNA lesado e mutacdes no gene p53 co-
mumente refletem exposicdes a carcinogenos ambi-
entais (por exemplo, tabagismo e CP).®® A proteina
p53 na sua forma selvagem ¢ reguladora do cresci-
mento celular e mutagdes no gene p53 podem eli-
minar a producdo da proteina p53 ou entdo produ-
zi-la de forma ineficaz. A proteina p53 na sua forma
mutante tem vida média mais longa do que o tipo
selvagem, proporcionando altos niveis nas células
malignas. O gene p53 codifica um fator de transcri-
cdo nuclear que se liga ao promotor p21 induzindo
sua expressao e inibindo a progressao do ciclo celu-
lar no estagio G1/S, enquanto que a proteina p53,
na sua forma mutante, ndo ¢ capaz de ativar o p21,
e, portanto, considera-se o gene p53 como “guar-
dido do genoma” e protetor das células do aparelho
respiratorio de carcindgenos ambientais.®**”) Muta-
c¢des no gene p53 no CP correlacionam-se fortemen-
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te com o tabagismo, com expressao anormal em 40%
a 70% no CPPC e 40% a 60% no CPNPC (sendo no
tipo histoldgico escamoso mais freqliente do que no
adenocarcinoma).6-40

Anormalidades no status de p53 ndo parecem
estar relacionadas com o progndstico em tumores
pulmonares mistos, mas parecem conferir um pior
prognostico em pacientes com CPNPC.6” O p53
pode induzir bax, que é um gene promotor de apop-
tose.™ Enquanto a importincia das mutacdes no
p53 na patogénese do CP ¢ ébvia, até o momento
ndo esta claro se essas alteracdes afetam o prog-
ndstico, pois ha resultados conflitantes."” Em meta-
nalise sobre o p53, mostrou-se que 0 mesmo nio
tem valor progndéstico no CPPC, porém no CPNPC
ele é fator progndstico desfavoravel em todos os
estadios.”

0 p21 inibe a replicacdo do DNA, sendo que
sua expressdo aumenta com a expressdo aumenta-
da do p53. No CP a expressao do p21 encontra-se
aumentada em 65% a 75% no CPNPC, especial-
mente em tumores bem diferenciados.?'>*" Qs re-
sultados sobre a importdncia do p21 como fator
prognostico também sio conflitantes.">*" A via de
supressdo tumoral da proteina p16 sofre mutacédo
em muitos canceres. Ela ¢ detectada em 10% a 40%
no CPNPC e em menos de 1% no CPPC,%'42 sendo
que a hipermetilacdo do p16 (INK4a) ¢ um fator
prognostico desfavoravel, principalmente no ade-
nocarcinoma. Ha pior prognéstico no CPNPC resse-
cado associado a expressdo de p53 e p16, princi-
palmente nos estadios iniciais.*?

PROTO-ONCOGENES E ESTIMULADORES
DO CRESCIMENTO

Ha trés proto-oncogenes da familia ras: K-ras,
N-ras e H-ras.t84-4) Estes genes codificam protei-
nas ligadoras do grupo guanosina trifosfato, co-
nhecidas como p21ras, que sdo facilmente relacio-
nadas e tém semelhanga estrutural com a proteina
G.1>41.43-49) Estas proteinas localizam-se no lado in-
terno da membrana celular e participam do sinal de
transducdo. Ativacdo do K-ras por mutagdo pontu-
al ocorre em 50% dos adenocarcinomas de pul-
mao, o que pode ser verificado pela reacdo em ca-
deia da polimerase em células colhidas pelo lavado
broncoalveolar de pacientes com CP.>'>%-4 Esta
mutacdo resulta em uma unica modificagdo no
aminoacido da proteina, o que leva a uma impor-

tante reducédo na atividade da guanosina trifosfata-
se intrinseca, permanecendo a proteina em estado
ativo de ligacdo com a guanosina trifosfato, que
impede a sua liberacdo. Estas mutacdes, uma vez
adquiridas, permanecem estaveis, tanto no tumor
primario quanto nas metdastases. A presenca de
mutacdes no codon 12 no oncogene K-ras pode
conferir um pior progndstico nos pacientes com
esta malignidade, principalmente quando terapia
multimodal ¢ realizada, porém isto € controver-
50.21543:4) A maioria das mutacdes no ras sio de-
feitos na atividade da guanosina trifosfatase, que é
a forma ativa do K-ras, e a hipermetilagdo do pro-
motor de RASSF 1A (Ras association domain family
1) em combinacdo com essa mutagdo tem efeito
sinérgico como fator de prognostico desfavora-
vel."49) Mutacdes do K-ras ocorrem em 20% a 50%
dos adenocarcinomas (15% a 20% de todos os
CPNPC), porém raramente ocorrem no CPPC.'540)

Mutagdes no oncogene K-ras associam-se for-
temente ao tabagismo, geralmente transversdes G-
T associadas a hidrocarbonetos policiclicos e ni-
trosaminas.“” Comumente, a mutagio K-ras em um
adenocarcinoma ¢ fator de pior prognostico, inclu-
sive no CPNPC completamente ressecado.®® Muta-
cdes em outros membros da familia ras (N-ras e H-
ras) ocorrem com menor freqiéncia no CPNPC e
sdo raras no CP. O produto protéico do gene ras
(p21ras) tem sido também demonstrado como im-
portante fator prognostico no CPNPC.®-#) Muta-
coes no gene K-ras tém sido detectadas em bidpsi-
as bronquicas de individuos fumantes sem evidén-
cias de CP, podendo ainda ser encontradas no es-
carro antes do diagndstico da malignidade, atuan-
do como marcadores de pré-malignidade.*-*")

A familia myc de proto-oncogenes inclui protei-
nas nucleares que sdo capazes de se ligar ao DNA e
atuar na regulacio da transcricdo. A familia myc possui
3 membros: c-myc, N-myc e L-myc. O proto-onco-
gene c-myc apresenta-se amplificado principalmen-
te no CPPC (80% a 90%) e, menos comumente, no
CPNPC (cerca de 10%), e sua amplificacdo tem sido
associada a um curso mais agressivo no CPPC. Essa
proteina tem expressdo aumentada em amostras tu-
morais, quando comparadas com amostras de teci-
do pulmonar ndo neoplasico. A expressiao dos genes
N-myc correlaciona-se a uma pior resposta a qui-
mioterapia. A amplificacdo dos genes myc também
ocorre no CPNPC, porém isto até o momento ¢ des-
provido de importancia clinica.®®
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Alguns oncogenes exercem seus efeitos através
da hiperproducédo de proteinas codificadoras nor-
mais, o que sugere um defeito regulatdrio na trans-
cricdo do gene ou na amplificacdo génica. Os ge-
nes e produtos proteicos que comumente atuam
desta forma sido o c-erbB-1 e o c-erbB-2, ambos
receptores tirosinas-cinases. O primeiro ¢ mais fre-
quentemente encontrado no CPNPC, especialmen-
te no carcinoma escamoso (65% a 90%), porém
néo ha relacdo com o prognostico. O proto-onco-
gene c-erbB-2 ¢ mais freqiientemente encontrado
nos adenocarcinomas.®

0 proto-oncogene c-erbB-1, quando ligado a
membrana, codifica um receptor de crescimento ti-
rosina-cinase, que € o receptor para fator de cres-
cimento epidérmico. A utilizacdo do gene c-erB-1 como
fator progndstico no CP é controversa. O c-erbB-2
esta relacionado estruturalmente ao c-erB-1 e sua pro-
teina codificadora, chamada HER2, também é ex-
pressa em células epiteliais das vias aéreas do
pulméo normal. A HER2, que ¢ uma proteina trans-
membrana que possui atividade tirosina-cinase, ¢
co-produzida com o receptor para fator de cres-
cimento epidérmico em muitos adenocarcinomas e
o0 seu nivel sérico correlaciona-se com a carga tu-
moral. Ela encontra-se em niveis mais elevados
(> 22U/m]1) nos tumores 111B e IV do CPNPC (nota-
damente adenocarcinoma), promovendo pior prog-
nostico.®'>*) A expressio aumentada de c-erB-2 é
rara no CPPC (< 5%), porém pode ser encontrada
em 25% no CPNPC.?1549)

A mutacdo do K-ras, quando associada a outras
alteragdes moleculares, tem mais valor do que o
K-ras isoladamente.(" A associaciio entre mutacgdes
do K-ras e expressdo aumentada de p185 piora o
prognostico no adenocarcinoma, o mesmo acon-
tecendo nos pacientes com CPNPC ressecados,
quando ha associacdo de trés marcadores (p53,
K-ras e c-erB-2).0"

Outra tirosina-cinase de membrana ¢ o fator de
crescimento do hepatocito, que estimula a prolife-
racdo de células epiteliais, estimula o fenomeno
mitético do epitélio bronquico humano e de célu-
las alveolares do tipo 11, estando expresso princi-
palmente no CPNPC, conferindo pior prognostico.
0 fator de crescimento do hepatdcito ¢ um media-
dor de angiogénese, motilidade celular e invasio. E
expresso em células epiteliais bronquicas normais e
na maioria dos CPNPC, porém ¢ raramente produzi-
do no CPPC.¥
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ATIVACAO DE TELOMERASES

A ativacdo de telomerases ¢ um marcador po-
tencial de CP. Sua atividade encontra-se muito bai-
Xa ou ausente em tecidos ndo neopldsicos, mas, na
maioria das células cancerosas, sua atividade esta
presente ocasionando “imortalidade” celular.®'-*? A
integridade dos teldomeros ¢ fundamental para a ma-
nutencdo da estabilidade cromossomial e para pre-
venir fusdo de cromossomas e translocacdes.'->?

Teldmeros sdo seqliéncias protetoras que cons-
tituem o final dos cromossomos e que estdo envol-
vidas em praticamente todos os tipos de canceres
no homem. Os trés principais componentes da te-
lomerase humana (componente acido ribonuclei-
co, proteina associada a telomerase e subunidade
catalitica) apresentam-se com expressido aumenta-
da no CP. Aproximadamente 100% dos CPPC e 80%
a 85% dos CPNPC apresentam niveis elevados de
atividade desta enzima. Atividade de telomerase
muito aumentada estd associada a estddios avan-
cados de CPNPC,®'-? porém pode ser encontrada
no carcinoma in situ, o que implica envolvimento
de estadios iniciais do CP. Atividade de telomerase
foi detectada principalmente nas amostras de epi-
télio bronquico anormal: hiperplasia (em 71%),
metaplasia (80%), e carcinoma in situ (100%).6? A
aquisicdo de atividade de telomerase representa um
evento-chave na tumorigénese, sendo importante
marcador molecular de CP.'-5?)

HIPERMETILACAO E FATORES DE
CRESCIMENTO

No CPNPC, a hipermetilacdo do promotor de p16
contribui para a diminuicdo do nivel de transcricdo
do gene, o que ocorre em estadios iniciais na carci-
nogénese pulmonar e se correlaciona fortemente
com o tabagismo.”'*® Estimulos de crescimento
autdcrino e pardcrino estdo presentes no CP como
conseqliéncia da expressdo de fatores de cresci-
mento, peptidios reguladores e receptores pelas
células malignas ou por células adjacentes normais.
A maioria, porém, ¢ representada por produtos de
proto-oncogenes.? Dentre estes fatores salientamos
a bombesina/peptidio liberador de gastrina, com
expressdo em 20% a 60% no CPPC, e mais rara-
mente no CPNPC.®?

O fator de crescimento transformador-beta ¢
uma citocina inflamatdria do pulméo, que pode se
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ligar a integrinas que sdo expressas pelas células
tumorais. Este fator de crescimento pode atuar ini-
bindo a fase G1/S, além de produzir p21 e expres-
sar c-myc.“"5¥ O fator de crescimento transforma-
dor-beta-1 pode afetar a angiogénese tumoral, de-
sempenhar um importante papel na progressdo tu-
moral no CPNPC e atuar como preditor indepen-
dente de sobrevida no adenocarcinoma. Outros fa-
tores de crescimento implicados sdo: fator de cres-
cimento derivado de plaquetas, proteina relaciona-
da ao horménio da paratiredide e fatores de cresci-
mento insulina-simile.®'

A expressdo do Ki-67 ¢ um marcador prognds-
tico nos pacientes com CPNPC que foram operados
(principalmente adenocarcinoma), e esta relacionada
ao tabagismo." Pacientes com CPNPC estadio 1 com
hipermetilacdo no promotor do gene DAP cinase
tém pior sobrevida em cinco anos do que aqueles
que nao a possuem. No CPPC, a hipermetilacdo re-
gional tem sido encontrada no cromossomo 3p,

porém o promotor especifico permanece incer-
to (2,15,54-55)

APOPTOSE E ANGIOGENESE

Na apoptose hd o papel do proto-oncogene
antiapoptotico BCL2, cuja expressdo ¢ maior no
CPPC (75% a 95%) do que no CPNPC (25% no
carcinoma escamoso € 129 no adenocarcino-
ma).t8%9 Pacientes com CPPC e expressio de BCL-
2 apresentam maior sobrevida, porém isto ¢ con-
troverso no CPNPC. Tumores carcinoides tipicos e
atipicos cursam com baixos niveis de BCL-2.6850)

Tumores necessitam de fatores angiogénicos
precocemente na sua patogénese. Tal processo ¢é
um fendmeno complexo e envolve varios indutores
e inibidores, resultando em proliferacio celular en-
dotelial e migracdo. O fator de crescimento endo-
telial vascular (VEGF) e o fator de crescimento do
fibroblasto sdo importantes indutores da angiogé-
nese.”)

0 VEGF tem expressdao aumentada no CP me-
tastatico, conferindo pior progndéstico no CPNPC.
No carcinoma escamoso, o receptor do VEGF (Flt-
1) é expresso constantemente, sugerindo um pa-
pel autdécerino do VEGF no Fit-1, e o p53 mutante
age sinergicamente com a hipdxia para expressar
VEGF. O VEGF aumenta a permeabilidade micro-
vascular e estimula o crescimento celular endo-
telial. Expressdes aumentadas do VEGF, p53, Rb

e BCL-2 podem atuar na resisténcia a quimiote-
rapia.®” A expressio do VEGF é um indicador
prognodstico em pacientes com CP. Ele participa
da progressdao tumoral por dois mecanismos:
como fator de crescimento para células tumorais
e como fator mitdtico para células endoteliais
vasculares.®?

O tabagismo causa perda de funcdo do gene
FHIT (fragile histidine triad) e carcindgenos pre-
sentes no tabaco causam dele¢do no alelo do FHIT,
sendo que exposi¢do continuada causa delecido no
segundo alelo, levando a perda da expressdo do
FHIT. Esta perda de expressdo ¢ mais comum em
tabagistas que em néo tabagistas (75% contra 39%)
e esta correlacionada a um pior progndstico (prin-
cipalmente no CPNPC). A expressdo do FHIT en-
contra-se alterada em 80% no CPPC e em 40% no
CPNPC. O fator de crescimento do fibroblasto esta
expresso em 70% no CPNPC, porém sua importan-
cia no prognostico permanece indefinida.®'>°7

ANORMALIDADES GENETICAS -
AMPLIFICACOES, DELECOES DE ALELO,
MUTAGOES

As amplificacdes génicas, delecdes de alelo e
mutacgdes pontuais sdo comumente descritas no
CP. As amplificacdes génicas, como, por exemplo,
do HER-2/neu, sdo mais comumente associadas
com estddios avancados e de pior progndstico.
Mutacdes pontuais sdo mais freqlientes nos esta-
dios avancados de doenca e sdo raramente obser-
vadas em lesdes pré-malignas e em epitélio bron-
quico normal de fumantes. A delecdo de alelos tem
sido demonstrada tanto nos tumores invasivos
quanto nas lesdes pré-neoplasicas. Estas delecdes
ocasionam a perda de genes de supressdo tumoral
e favorecem o desenvolvimento de neoplasias. Al-
gumas regides cromossdmicas, como os bragos cur-
tos dos cromossomos 3, 9 e 17, tém sido comu-
mente afetadas por deficiéncias no CP.(1558-60)

ANORMALIDADES CROMOSS@M]CAS -
ANEUPLOIDIAS, DELECOES

Alteragdes numéricas como perdas ou ganhos
de cromossomos também sdo descritas no CP e em
lesdes pré-malignas. Alteracdes cromossdémicas nu-
méricas ou aneuploidias tém sido detectadas com a
citometria de fluxo. Dentre os varios métodos para

J Bras Pneumol. 2005;32(1):56-65



64 Duarte RLM, Paschoal MEM

diagnostico das anormalidades cromossomicas des-
tacam-se o classico bandeamento cromossOmico,
spectral karyotyping e a fluorescence in situ hybri-
dization.1558-60)

CONCLUSOES

Apesar de novas terapias, a sobrevida no CP
permanece baixa. Marcadores moleculares podem
representar uma importante ferramenta na compre-
ensdo da carcinogénese pulmonar, no diagnostico
precoce, na determinagdo do progndstico e na iden-
tificacdo de novos tratamentos para pacientes com
CP.® Como a grande maioria dessas anormalidades
no CP estd relacionada ao tabagismo, torna-se im-
portante enfatizar a necessidade de prevencio
deste fator, principalmente em pacientes de risco
elevado (grandes tabagistas).
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