ATUALIZACAO

Entendendo o papel de marcadores
biolégicos no cancer de pulméo’

VERA LuizA CAPELOZZI*

Marcadores bioldgicos sdo componentes celulares, estruturais e bioquimicos, que podem definir
alteracdes celulares e moleculares tanto em células normais quanto aquelas associadas a
transformacé@o maligna. Podem ser de dois tipos: 1) marcadores intermediarios, que medem
alteracdes celulares e moleculares antes do aparecimento da malignidade; 2) marcadores
diagnosticos, presentes em associacdo com a malignidade. O processo de identificacdo e validacéo
para uso clinico do marcador tem diversas etapas: identificacdo inicial feita em linhagens celulares do
tumor em questao; teste do marcador em tecido proveniente de bidpsias de pacientes com diagndstico
estabelecido do tumor em questao; teste em bidpsias de tecidos normais e com processo inflamatorio;
teste em escarro, sangue ou urina para validacdo como teste ndo-invasivo que possa ser usado em
populacdo de alto risco. Marcadores biolégicos diagnésticos soroldgicos e histoldgicos sao
componentes celulares, estruturais e bioquimicos, presentes ndo s6 em células tumorais como também
em células normais, que podem ser medidos quantitativamente por métodos bioquimicos,
imunolégicos e moleculares nos fluidos ou nos tecidos corporais, respectivamente, associados a
neoplasias e possivelmente ao érgdo de origem da neoplasia. Marcadores bioldgicos sdo estudados em
diferentes neoplasias primarias, porém poucos tiveram seu valor clinico definido. O papel dos
marcadores bioldégicos em cancer de pulméo ainda é incerto, pois apenas um pequeno nimero de
marcadores foi avaliado de maneira adequada. O objetivo deste trabalho é entender o papel dos
marcadores biolégicos soroldgicos e diagnosticos no prognaostico e sobrevida de pacientes com cancer
de pulméo baseado em uma coletanea de trabalhos realizada pela autora. Apresenta-se também uma
perspectiva futura para a deteccdo precoce do cancer de pulmao baseada no papel dos marcadores
biolégicos intermediarios. (J Pneumol 2001;27(6):321-328)

Understanding the role of biological markers in lung cancer

Biological markers are cellular, structural and biochemical components that can define cellular as
well as molecular changes in both normal and neoplastic cells. There are two types of biological
markers: 1) intermediate markers that evaluate cellular and molecular alterations before
malignancy occurs; and 2) diagnostic markers, present in association with malignancy. The
identification and validation of biological markers for clinical use are performed in stages:
= initial identification in cell cultures of the tumor; = testing of the marker in tissues obtained in
biopsies of patients with an established diagnosis of the tumor; = testing of biopsies of normal
tissues and tissues with an inflammatory process; = sputum, blood or urine tests for validation as
a non-invasive test that can be used in high-risk populations. Sorologic and histopathologic
biological markers are cellular, structural and biochemical components found in both normal and
neoplastic cells that can be quantitatively assessed by biochemical, immunological and molecular
methods in the body fluids or tissues, respectively, and may be associated with malignancies and,
possibly, with the neoplastic organ. Biological markers are studied in diverse primary neoplasms.
However, few of them proved to be clinically valuable. The role of biological markers in lung
cancer patients remains unclear because only a small number of markers has been properly
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assessed. The aim of this paper is to understand the role of sorologic and histologic biological
markers in the prognosis and survival of lung cancer patients based on our previous works.
Furthermore, we present a future perspective of the early detection of lung cancer on the basis of
the role of intermediate biological markers.

Descritores — Marcadores bioldgicos. Cancer de pulméo. Prognos-
tico. Sobrevida.

Key words — Biologic markers. Lung cancer. Prognosis. Survival.
Morphometric method.

INTRODUCAO

O cancer de pulméo é a segunda neoplasia mais frequien-
te nos Estados Unidos e representa a principal causa de
morte por cancer naquele paisi®. Estimou-se que nos Es-
tados Unidos seriam diagnosticados 171.500 casos no-
vos e ocorreriam 160.000 mortes por cancer de pulméo
no ano 2000. Nesse mesmo pais o cancer de pulméao é
responsavel por 14% de todos casos novos de cancer no
homem, mais frequente depois do cancer de prostata,
que representa 36%. Entre as mulheres também ocupa a
segunda posicdo em incidéncia, 13% de todos casos no-
vos, precedido pelo cancer de mama, que é responsavel
por 32%. O carcinoma de pulmé&o € a principal causa de
morte tanto no homem (33% de todas as mortes por céan-
cer) quanto na mulher (24% de todas as mortes por can-
cer).

No Brasil, segundo dados recentes do Ministério da
Saude®, estimou-se a ocorréncia de 20.000 casos novos
de cancer do pulm&o no ano de 1998, sendo o quarto
sitio mais freqliente, precedido pelo cancer de mama, colo
uterino e estdbmago. Nos homens é o cancer mais fre-
quente (15.040 casos novos), sendo também o mais le-
tal, com 9.400 mortes no ano de 1998. Entre as mulhe-
res, o cancer de pulmao representou o quinto sitio mais
comum, com 4.960 casos novos e 3.300 mortes no ano
de 1998.

O carcinoma broncogénico vem representando um
grande desafio para os oncologistas, uma vez que, apesar
de todos os avancgos diagndsticos e terapéuticos, a taxa
de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada
em 13% ao longo das Ultimas décadas®.

Histoldgica e clinicamente, os carcinomas broncogéni-
cos sdo classificados em carcinoma de pulmao de células
ndo-pequenas (CPCNP) e carcinoma de pulmao de células
pequenas (CPCP). O CPCNP € 0 mais freqiiente, 75 a 80%
de todos casos®; nestes pacientes o estadiamento clinico
¢ fundamental para estabelecer a estratégia terapéutica.

Em geral, o tratamento loco-regional (cirurgia ou ra-
dioterapia) € recomendado para os pacientes com doen-
ca localizada. Os pacientes com CPCNP metastatico sao
submetidos a tratamento quimioterapico. A base do tra-
tamento dos pacientes com CPCP € a quimioterapia®.
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Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho

CPCNP - Carcinoma de pulméao de células ndo-pequenas
CPCP - Carcinoma de pulméo de células pequenas

CEA - Antigeno carcino-embrionario

SCC - Carcinoma de células pequenas

NORs — Regides organizadoras do nucléolo

SKY - Cari6tipo espectral

A maioria dos pacientes com CPCNP apresenta doenca
em estadios avancados na ocasido do diagnostico, sendo
isso um dos motivos da sua alta taxa de mortalidade. Esti-
ma-se que, no momento do diagnostico de cPcNP, 20%
dos pacientes tém doenca localizada, 25% tém extensao
da neoplasia para os linfonodos mediastinais e 55% ja
apresentam metdastases a distancia®).

Nos estadios mais precoces a resseccao cirurgica re-
presenta a chance real de cura®; entretanto, mesmo no
estadio clinico IA (TanoMo), cerca de 30 a 40% dos pa-
cientes morrerdo em consequéncia da progressdo da neo-
plasia®®, principalmente a custa de recidiva sistémica. A
administracéo de terapéutica adjuvante para esses pacien-
tes ainda ndo mostrou claro beneficio na melhora da so-
brevida®. Por esse motivo, a identificacédo de fatores prog-
noésticos vem sendo objeto de estudo de diferentes pes-
quisadores, com a finalidade de selecionar os pacien-
tes com maior risco de recidiva. Esses pacientes selecio-
nados teriam beneficio potencial com terapéuticas adju-
vantes, que visam evitar a recidiva da neoplasia e a sua
evolugdo fatal.

Varias caracteristicas clinicas, patologicas e molecula-
res vém sendo estudadas e apontadas como fatores de-
terminantes da sobrevida nos pacientes com CPCNP(©:10),
Os fatores mais importantes para avaliagdo prognostica
sao o performance status, o estadiamento clinico e a
perda de peso®®). Essas caracteristicas sao utilizadas como
pardmetros para avaliar o impacto na sobrevida dos no-
vos fatores prognosticos pesquisados. Dentre esses, a con-
centragdo sérica dos marcadores tumorais vem sendo es-
tudada nos pacientes com cPCNP(Y,

Marcadores bioldgicos sao componentes celulares, es-
truturais e bioquimicos, presentes ndo sé em células tu-
morais como também em células normais. Nas células
tumorais definem alteracBes celulares e moleculares as-
sociadas a transformacéo maligna. Podem ser de dois ti-
pos: 1) marcadores intermediarios, que medem altera-
cdes celulares e moleculares antes do aparecimento da
malignidade; 2) marcadores diagnosticos, presentes em
associagdo com a malignidade®?. O processo de identifi-
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cacdo e validacdo para uso clinico do marcador tem di-
versas etapas:

« identificacéo inicial feita em linhagens celulares do
tumor em questdo;

« teste do marcador em tecido proveniente de bidpsias
de pacientes com diagnostico estabelecido do tumor em
questao;

 teste em bidpsias de tecidos normais e com processo
inflamatario;

e teste em escarro, sangue ou urina para validacdo
como teste ndo-invasivo que possa ser usado em popula-
¢do de alto risco.

MARCADORES BIOLOGICOS DIAGNOSTICOS —
CANCER ESTABELECIDO

Marcadores biolégicos diagnésticos sdo substancias e
estruturas, tais como o ndcleo, a angiogénese, 0s micro-
vilos, os microacinos (ver marcadores biolégicos diagnos-
ticos histolégicos citados logo a seguir), que podem ser
medidos quantitativamente por métodos biogquimicos,
imunolégicos, morfométricos, ultra-estruturais e molecu-
lares nos fluidos ou nos tecidos corporais, associados a
neoplasias e possivelmente ao 6rgédo de origem no caso
de eventual neoplasia*?. Nas ultimas décadas, varias pro-
teinas e pequenos peptideos tém sido identificados como
produtos de secrecdo de diferentes neoplasias solidasi*3),
podendo ser utilizados como marcadores tumorais diag-
nosticos.

Em 1848, Bence Jones descreveu a proteina do mielo-
ma multiplo, primeira substéancia empregada clinicamen-
te como marcador tumoral®3. Desde estdo, varias outras
substancias vém sendo pesquisadas em neoplasias de di-
ferentes sitios primarios, com o objetivo de avaliar a sua
aplicagdo na pratica clinica.

Os marcadores bioldgicos diagndsticos podem ser Uteis
no manejo clinico dos pacientes com cancer, auxiliando
nos processos de diagndstico, estadiamento, avaliacédo de
resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e prognosti-
co. Inimeras substancias estdo sendo continuamente des-
cobertas e algumas, amplamente empregadas na pratica
diaria, apesar de poucas evidéncias cientificas que autori-
zem a sua aplicagdo clinica®.

Em pacientes com cancer de pulmdo os marcadores
biologicos diagnésticos propriamente ditos ndo se mos-
traram Uteis como recurso diagnoéstico, devido a sua bai-
xa sensibilidade e especificidade. Entretanto, os marca-
dores bioldgicos diagnésticos podem ser utilizados para
expressar diferentes caracteristicas biolégicas dos carci-
nomas broncogénicosi*d,

MARCADORES BIOLOGICOS DIAGNOSTICOS SOROLOGICOS

Varias substancias classificadas como marcadores bio-
|6gicos diagndsticos séricos ja foram estudadas em pa-
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cientes com cPCNP. Os marcadores biolégicos diagnosti-
cos séricos mais estudados em pacientes com CPCNP s&0:
CEA (antigeno carcino-embrionario), TPA (antigeno poli-
peptideo tecidual), scc-Ag (antigeno do carcinoma de cé-
lulas escamosas), Chr A (cromogranina A), NSE (enolase
neurdnio-especifica), CYFRA21.1 (fragmentos de citoque-
ratina medidos no sangue através dos anticorpos mono-
clonais Ks19-1 e BM19-21), NCAM (molécula de adeséo ce-
lular neural); cPK-BB (creatina fosfoquinase — BB); sIL-2R
(receptor de interleucina solGvel-2). As principais aplica-
¢Oes clinicas pesquisadas para esses marcadores sdo 0
seu papel no estadiamento e na avaliagdo prognostica.
Poucos pesquisadores brasileiros estudaram o papel dos
marcadores bioldgicos séricos em pacientes com carcino-
ma broncogénico. Em 1992, Takagaki®® analisou o pa-
pel dos marcadores biologicos diagndsticos em 60 pa-
cientes com carcinoma broncogénico. Observou que o
cEeA foi o marcador mais frequentemente aumentado nes-
ses pacientes e 0 CA72.4 0 que melhor se correlacionou
com a extensdo da neoplasia. Em 1999, Gross*” estu-
dou 103 pacientes com CPCNP e observou que 0 CYFRA21.1
foi o marcador mais elevado (55%), sequido pelo ca72.4
(50%), CEA (44,4%), enolase neurdnio-especifica (35,7%),
CA15.3 (31%) e CA19.9 (14,7%). Nesse estudo, isolada-
mente nenhum dos marcadores biolégicos diagndésticos
teve valor prognostico independente, porém a associa-
cdo de marcadores bioldgicos elevados pode auxiliar na
identificacdo dos pacientes com pior sobrevida.

MARCADORES BIOLOGICOS DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS

Imunocitoquimica

Carcinomas de células escamosas demonstram reativi-
dade para queratinas de baixo e alto peso molecular e
para involucrina. Imunorreatividade também tem sido
constatada para vimentina, antigeno epitelial de mem-
brana (EMA), glébulos de gordura do leite humano (HMF6-
2), proteina s-100, Leu-M1 e CEA. A mucosa adjacente ao
tumor usualmente mostra metaplasia escamosa e carci-
noma in situ. Recentemente, presenca de HPV foi detec-
tada em 20% de sqccC e substancialmente maior nos ca-
sos mostrando caracteristicas condilomatosas no epitélio
adjacente.

Adenocarcinomas mostram reatividade para queratinas
de baixo peso molecular, antigenos de membrana epite-
lial, CEA e componentes secretorios. A expressao de que-
ratina 7 tem sido tomada como evidéncia de diferencia-
¢do glandular no carcinoma de pulm&o. Pode haver em
algumas situacdes co-expressdo de queratina e vimenti-
na. Células de Langerhans s-100 positivas sdo frequentes
no estroma tumoral. Em cerca de metade dos casos ha
positividade para apoproteinas do surfactante pulmonar,
uma caracteristica altamente eficaz no diagnostico dife-
rencial com outros tipos de carcinoma de pulmao e, mais
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importante, com adenocarcinomas metastaticos. Catep-
sina B e componentes da membrana basal sdo também
encontrados. Adenocarcinomas de pulméo mostram ain-
da consistente expressdo de antigenos Lewis X e Y dos
grupos sanguineos, caracteristica esta de valor também
no diagnostico diferencial.

Adenocarcinomas metastaticos do trato digestivo (CK20+;
CK7-) nos pulm@es (Ck20—; ck7+) podem ser diferencia-
dos pela expressdo de queratinas de baixo peso.

Mudltiplos polipeptideos sdo produzidos pelo cancer de
pulméo, particularmente nos carcinomas de pequenas
células (scc). A Tabela 1 lista os marcadores neuroendo-
crinos observados em scc e carcinomas de células ndo-
pequenas (NSCC).

Heterogeneidade de expressdo existe. Fenétipo neu-
roenddcrino é tipicamente definido como expressdo de
dois ou mais marcadores listados na Tabela 1. Por essa
definicdo, 75% dos scc e 20 a 25% dos NssC tém feno-
tipo neuroenddcrino. Em Nssc, alguns estudos tém mos-
trado que fendtipo neuroenddcrino se associa com me-
Ihor resposta a quimioterapia e melhora na sobrevida®s-
20)

Células cancerosas e ndo-cancerosas do pulmédo comu-
mente produzem hormaonios peptideos que podem ter
funcdo como mitdgenos. Estes incluem GRP (gastrin-re-
leasing peptide), EcG (epidermal growth factor) e IGF
(insuline-like growth factor). As células pulmonares can-
cerosas tém receptores para esses fatores, de forma que
esses peptideos podem funcionar como fatores de cresci-
mento autdcrino nas células cancerosas e normais.

Microscopia eletronica

Caracteristicas submicroscépicas tém sido identificadas
para distinguir tumores pulmonares?-23), Dos 41 carcino-
mas de pulmao considerados carcinomas anaplasicos de
grandes células a microscopia de luz, Delmonte Capeloz-
zi et al.?*23) encontraram 8 (40%) com auséncia de evi-
dencias ultra-estruturais de diferenciacdo. Os 33 rema-
nescentes mostraram alguma evidéncia de diferenciacdo
escamosa (desmossomos e tonofilamentos), glandular (mi-

TABELA 1
Imuno-histoquimica dos marcadores
neuroendocrinos em cancer de pulméo

Marcadores SCC NSSC Referéncia
L-dopa descarboxilase  48-82% 12-33% Gazdar, 198818
Cromogranina-A 48-93% 0-28% Graziano, 198919
Enolase 93-100% 27-57% Jorgensen, 19900
Bombesina (GRP) 20-69% 1-17% Gazdar, 198819
Sinaptofisina 43-88% 10-28% Gazdar, 198818
Leu-7 59-89% 16-44% Gazdar, 198818
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crovilos ou microacinos) ou neuroenddcrina. scc, inde-
pendente do subtipo, apresentam ndcleo redondo ou oval
com cromatina finamente dispersa, citoplasma escasso e
organelas esparsas. Desmossomos podem ser identifica-
dos. Dentro dos processos citoplasmaticos, pequenos gra-
nulos neurossecretorios podem ser identificados. Esses
tumores diferem dos carcinoides pela presenca nestes de
maior nimero de granulos neurossecretorios?429,

Morfometria

A morfometria tem-se mostrado ferramenta util na de-
terminacdo de fatores morfoldgicos de prognéstico em
cancer de pulmdo, em parte por minimizar a subjetivida-
de dos sistemas classificatérios, em parte por permitir a
construgdo de modelos matematicos preditivos de sobre-
vida®427. Assim, no carcinoma de células escamosas, 0
subtipo histolégico mais freqliente de cancer de pulmao,
que tem na ressec¢ao cirdrgica o método ideal de trata-
mento, é sabido que, apesar do estadiamento ainda ser
importante na determinacéo da sobrevida, pacientes com
doenca localizada apresentam recidivas nos primeiros cin-
CO anos apo6s ressecgao cirdrgica. Para identificar quais
seriam esses pacientes, foram estudados marcadores
morfologicos de espécimes cirdrgicos relevantes para
compor um modelo matemético em prever sobrevida.
Assim, da andlise histolégica do espécimen, células tu-
morais exibindo relagdo nucleo/citoplasmatica ou volu-
me nuclear altos apresentaram melhor sobrevida. Esses
resultados sugerem que a constatacdo inversa dos mes-
mos parametros poderiam selecionar os pacientes candi-
datos a modalidades terapéuticas complementares para
evitar a recidiva tumoral®”. Essa sugestao foi reforcada
pelos resultados obtidos nos carcinomas de células esca-
mosas avancados pelo mesmo método. Neste estudo,
constatamos que tumores apresentando células com rela-
¢do nucleo/citoplasma e volumes nucleares baixos tive-
ram melhor comportamento em termos de sobrevida dos
pacientes, possivelmente por melhor efeito radioterapico
sobre as células assim caracterizadas?®2°, Dando prosse-
guimento ao estudo, outro trabalho foi concebido para
avaliar o papel de parametros clinicos e morfométricos
em discriminar resposta a quimioterapia em pacientes com
carcinomas de pequenas células do pulmé&o. Os resulta-
dos obtidos mostraram que volume dos nucleos e angio-
génese tumorais foram as variaveis morfométricas mais
relevantes para separar os dois grupos de pacientes, con-
ferindo sensibilidade de 80,43% ao modelo. Concluiu-se,
pelos resultados obtidos, que parametros histopatologi-
cos podem fornecer informagdes valiosas quanto ao grau
de resposta dos tumores a quimioterapia em pacientes
com carcinomas de pequenas células do pulméao, encora-
jando o uso de procedimentos morfométricos na analise
destes tumores®).
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Fatores proliferativos

As regides organizadoras do nucléolo (NORs) sdo cons-
tituidas por segmentos de DNA que contém 0s genes para
a producdo do &cido ribonucléico ribossémico (RNAr) e
representam os nucléolos celulares. Usando-se uma téc-
nica de impregnacdo com a prata, essas estruturas sao
visualizadas a microscopia 6ptica como pontos escuros
(AgNOR). O numero e a area de NORs no nucleo séo rela-
cionados com a sintese de proteinas e, portanto, as NORs
expressam-se mais nos tumores de alto grau. Recente-
mente, Antonangelo et al.®% demonstraram que pacien-
tes com carcinomas de células escamosas com baixa ex-
pressdo de AgNOR apresentam maior sobrevida quando
comparados com aqueles com tumores com alta expres-
sdo. Protocolos terapéuticos atualmente existentes depen-
dem do estadiamento e da caracterizacdo histologica do
cancer de pulmao. Dai verifica-se a importancia de um
sistema de classificacdo no reconhecimento dos varios ti-
pos histolégicos. A classificacdo universalmente aceita
como padréo de referéncia é a da Organizacdo Mundial
de Saude (wHO, 1982), que se baseia em dados obtidos a
partir da microscopia de luz. Essa classificacdo reconhece
quatro tipos maiores de cancer de pulméao: carcinoma de
células escamosas (epidermdéide), carcinoma de células
peguenas (oat-cell), adenocarcinoma, carcinoma de gran-
des células (anaplasico). Além de toda subjetividade, per-
tinente a qualquer sistema classificatorio, outro grande
problema a levar em conta diz respeito a representativi-
dade do material. Em grande nimero de casos, esse evento
possibilita apenas que neoplasias sejam grosseiramente
separadas em oat-cell e ndo oat-cell, por exemplo. A
experiéncia adquirida com o estudo de fatores de prog-
nostico no cancer de pulmao por Capelozzi et al.?*-24
faltava ainda ser completada pela demonstracdo da utili-
dade da morfometria e histoguimica na rotina diagndsti-
ca. Essa demonstracdo pode ser alcancada aplicando as
mesmas técnicas em uma série diferente de tumores, pro-
veniente de outro centro de estudo. Essa idéia resultou
em trabalho, no qual o objetivo em questao era verificar o
papel do AgNOR no comportamento dos carcinomas de
células ndo-pequenas de pulméo operados, através da ex-
pressdo nas células do tumor primario e metéastases linfo-
nodais. O estudo mostrou-nos que a expressdo do AgNOR
¢ Util em prever comportamento de carcinomas de célu-
las ndo-pequenas em estadio precoce (I e Il). O estudo
mostrou também que ndo héa diferencas na expressao entre
0s tumores primarios e metasticos, sugerindo que mecanis-
mos de atividade proliferativa da célula tumoral no cancer
de pulmédo podem néo ter influéncias nas metastases,

Ploidia celular (DNA)

Ha muitas controvérsias na literatura para o estudo da
ploidia celular nos tumores de pulméao. Em estudo recen-
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te, Bernardi et al.®Y demonstraram que carcinomas de
células escamosas aneupldides apresentaram menor so-
brevida que os tumores dipl6ides/tetrapléides. Contudo,
no mesmo trabalho, quando se incluiram no estudo ou-
tros marcadores de prognostico, apenas a expressao das
proteinas nucleolares (NORs) manteve correlacdo com a
sobrevida.

Biologia molecular

O cancer de pulmao é tido atualmente como uma doen-
ca de bases genéticas. Uma variedade de experimentos
recentes conduz inexoravelmente a conclusdo de que as
células cancerosas do pulmado acumulam uma série de al-
teracOes genéticas (“eventos iniciantes”) que ativam pro-
to-oncogenes (dominantes — familias myc e ras) de um
lado, enquanto uma série de outras alteracfes parece ina-
tivar ou perder informagfes de uma segunda classe de
genes, referidos como genes de delecdo ou genes su-
pressores tumorais (recessivos-P53). Alteracdes em am-
bos os tipos de genes parecem ser necessarias para a
transformacéo de células epiteliais bronquicas em células
malignas cancerosas do pulmdo. Com o conhecimento
atual das bases genéticas do cancer de pulmao é possivel
colocar a broncoscopia como a primeira oportunidade de
detectar anormalidades na biologia molecular do cancer
de pulmédo. De todos os estudos reportados até o mo-
mento, em 18 a 31% dos tumores de pacientes com SccC
detectou-se amplificacdo de um membro da familia myc
dos proto-oncogenes®2:33, Oito a 20% dos tumores NSCC
também apresentam amplificagdo do myc. E improvavel
que a amplificagdo do myc seja um evento primario na
patogénese do céancer de pulméo. A amplificacdo desses
genes pode potencializar o crescimento de uma célula
transformada, que podera entdao formar a populacgédo do-
minante. A amplificacdo de genes da familia myc tem
sido associada a menor sobrevida em pacientes com
sccl4. Os genes da familia ras encontram-se mutaveis
em 20 a 30% dos Nscc, enquanto nenhum dos 55 scc
estudados teve mutacdes®®. As mutagdes sdo mais comu-
mente encontradas em adenocarcinomas (24%) do que
em carcinomas de células escamosas (8%)343%, Em adi-
¢do, o estudo do cancer de pulméo tem permitido identi-
ficar alteracdes genéticas especificamente associadas aos
tipos histolégicos. A incidéncia de mutacdo do ras nos
carcinomas de grandes células é de 23%, predominando
em adenocarcinomas do pulméo, enquanto anormalida-
des no gene retinoblastoma sdo mais comuns nos Scc.
As mutacdes observadas no cancer de pulméo associado
ao fumo, tanto no l6cus K-ras quanto no lécus p53, tém
sido atribuidas a uma transgressdo nas bases glicina para
timidina, enquanto alteragfes em outros tumores, predo-
minantemente gastrointestinais, tém sido atribuidas a
transgressdes nas bases guanidina. A identificacdo de
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mutacdes nos genes K-ras em NSCC tem sido associada
com menor sobrevida dos pacientes®®®. Mutagdes do gene
p53 tém sido encontradas em 77 a 100% dos scc e tam-
bém em 49 a 74% dos Nscc. As anormalidades no P53
podem ser em lesbes pré-invasivas, Cancer precoce e em
7% das alteracbes metaplasicas no epitélio bronquico. A
expressdo dos genes myc, ras e p53 pode ser detectada
por simples métodos imuno-histoquimicos.

MARCADORES BIOLOGICOS INTERMEDIARIOS —
DETECCAO PRECOCE DO CANCER

ESCARRO, RADIOGRAFIA E TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

E bem conhecida a alta morbidade e mortalidade do
cancer de pulméo, o que torna esta doenca significante
problema de salde publica, mesmo com 0s avangos re-
centes ocorridos no tratamento.

Causas importantes para a permanéncia de altos indi-
ces de mortalidade sdo o potencial agressivo destas neo-
plasias, o diagndéstico em estadios avancados e a ausén-
cia de métodos eficazes para o diagnéstico precoce, prin-
cipalmente nos individuos de alto risco.

Até 0 momento, a radiografia de térax de rotina e a
citologia oncaética do escarro fazem parte dos exames mais
utilizados para selecionar os pacientes de alto risco.

Outro método que vem sendo sugerido por alguns au-
tores para o diagnostico precoce dos carcinomas de pul-
méo é a tomografia computadorizada na deteccéo de tu-
mores pequenos, mostrando-se 600 vezes superior a ra-
diografia, porém ainda ndo completamente aceita na pra-
tica pela auséncia de estudos ndo-randomizados e alto
custo para grandes populacdes.

BloLOGIA MOLECULAR

Estudos moleculares recentes sobre a biologia do pro-
cesso carcinogénico em tumores sélidos humanos tém
sugerido novas abordagens para o diagnéstico precoce
dessas patologias. Esses novos conceitos baseiam-se no
fato de que a carcinogénese ocorre apés mutacdes pro-
gressivas em células pré-malignas, que posteriormente evo-
luem para o tumor invasivo e metastatico.

Anormalidades morfologicas pré-malignas no epitélio
brénquico de pacientes com alto risco para neoplasias
pulmonares ja foram descritas ja& em 1957@7 e comple-
mentadas por trabalhos atuais, em que anormalidades ge-
néticas e epigenéticas associadas a essas alteragdes histo-
patoldgicas vém sendo estudadas, com vistas a ser utiliza-
das como biomarcadores para detecgdo precoce de trans-
formacao celular®®,

Anormalidades epigenéticas — Teste da metilacédo

Entre as anormalidades epigenéticas, a metilagdo de
promotores génicos tem sido reconhecida como um efi-
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ciente mecanismo de supressao génica, especialmente dos
genes CDKN2A (p16) e MGMT, presentes em 100% dos
pacientes com carcinomas de células escamosas e, por-
tanto, classificando tal teste como excelente estratégia para
triagem em escarro, porém limitado aos grandes labora-
térios pela necessidade de ensaios de PCR de alta sensibi-
lidade, o que ndo € viavel para muitos.

Anormalidades genéticas — Amplificacdes, delecdes
de alelo, mutacdes

Dentre as anormalidades genéticas, amplificacBes gé-
nicas, delecdes de alelo e mutaces de ponto tém sido as
mais comumente descritas em carcinomas pulmonares(@®),

As amplificacdes génicas, por exemplo do HER-2/neu,
sdo mais comumente associadas com estadios clinicos mais
avangados®? e, portanto, ndo séo Uteis como biomarca-
dores precoces. Do mesmo modo, as mutagfes de pon-
to, embora sejam freqlientes nos carcinomas invasivos,
tém sido raramente observadas em les6es pré-malignas e
em epitélio bronquico normal de fumantes“?. A mutagao
em p53, por exemplo, foi detectada em 33 a 70% dos
carcinomas pulmonares invasivos; entretanto, é raramente
descrita em lesfes pré-malignas“y ou na mucosa broén-
quica de fumantes sem evidéncia de tumor de pulmao®?.

A delecéo de alelos, um fenbmeno comumente docu-
mentado pela perda de heterozigose (PH), tem sido de-
monstrada tanto nos tumores invasivos quanto nas lesdes
pré-neoplasicas. Essas delecdes podem ocasionar a per-
da de genes supressores tumorais e com isso favorecer o
desenvolvimento de neoplasias“d®. Algumas regides cro-
mossémicas, como 0s bragos curtos dos cromossomos 3,
9 e 17, tém sido mais freqlientemente afetadas por defi-
ciéncias nos tumores pulmonares. Nessas regifes estao
localizados importantes genes relacionados com origem
e progressdo em canceres humanos, como 0s genes FHIT
(3pl4.2, 44), wNT7a (3p25) e B-catenin (3p21.3, 45), o
gene CDKN2A/p16 (9p21) e 0 gene TP53 em 17p13. Este
dltimo é o supressor tumoral mais comum nos canceres
humanos®®. Mao et al.®® demonstraram PH nas trés re-
gides cromossdmicas supracitadas também em epitélio
brénquico normal de individuos fumantes.

Anormalidades cromossémicas — Aneuploidias, de-
lecdes

Além das alteracdes encontradas no nivel genético, al-
teracBes numéricas como perdas ou ganhos de cromos-
somos também tém sido descritas nas neoplasias pulmo-
nares e em lesGes pré-malignas. Alteracdes cromossomi-
cas numeéricas ou aneuploidias®® sdo conhecidas desde o
inicio dos anos 80, tendo sido amplamente estudadas com
o advento da citometria de fluxo para detectar aneuploi-
dias e estabelecer suas correlagdes prognésticas. Evidén-
cias recentes sugerem que a aneuploidia reflete a instabi-
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lidade cromoss6mica nas células tumorais, caracteristica
dos tumores de pulmao.

AlteracBes cromossdmicas como aneuploidias e dele-
cOes podem ser detectadas em células interfasicas atra-
vés de ensaios de hibridizagdo in situ com sondas de DNA
marcadas por imunofluorescéncia, um teste designado
como FISH. Este teste tem sido usado rotineiramente em
laboratorios de patologia molecular e de citogenética cli-
nica.

METODOS PARA DETECGCAO DE ANORMALIDADES CROMOSSO-
MICAS

Dentre os varios métodos para diagnostico das anor-
malidades cromossdmicas estdo o classico bandeamento
cromossdmico, cariétipo espectral (SKY) e 0 FISH interfa-
sico. Técnicas classicas apresentam dificuldades: cultivo
das células de tumores pulmonares solidos in vitro pode
reduzir nimero de metéfases disponiveis, inviabilizando a
analise; outras limitagdes: baixo indice mitético, morfolo-
gia cromossOmica de baixa qualidade, alta heterogenei-
dade e complexidade dos arranjos cromossémicos. As
novas técnicas de cariétipo molecular, como o sKkv, es-
tao-se destacando como um excelente método para pes-
quisa-las, ndo s6 em células tumorais como em epitélio
normal ou em lesBes pré-malignas de individuos fuman-
tes.

Cariodtipo espectral (sky)

O cari6tipo espectral ou sy é um método de hibridiza-
¢do semelhante ao FISH, mas que utiliza um conjunto de
sondas DNA que cobrem os 22 pares de autossomos e 0s
cromossomos sexuais X e Y. As sondas especificas para
cada cromossomo sédo marcadas com um fluorocromo ou
uma mistura de varios fluorocromos. Apés a hibridiza-
¢do, um filtro de interferéncia especial conjugado a um
sistema computadorizado com software proprio captura
a imagem da metafase e transforma os mdltiplos perfis
espectrais em cores, de forma que cada cromossomo é
“pintado” de uma cor diferente. O sky, portanto, permi-
te que, na avaliacdo de uma Unica célula, todos os cro-
mossomos sejam estudados conjuntamente.

FISH interfasico

O FIsH em células interfasicas, da mesma forma que o
SKY, utiliza sondas com sequiéncias de DNA complementa-
res as sequiéncias que se deseja estudar, exceto que tais
seqliéncias sao especificas para genes ou regiées cromos-
sdmicas. As sondas sdo marcadas com fluorocromos para
permitir visualizagdo no microscopio de fluorescéncia. A
desvantagem do FISH é que, como sonda especifica, é
necessario conhecer o que se deseja estudar para esco-
Iher as sondas que serao especificas apenas para detectar
tais alteracdes.
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Anormalidades detectadas pelo FISH e SKY

Os métodos de hibridizacdo in situ, como 0 FISH e 0
SKY, permitem identificar tanto as anormalidades cromos-
sdmicas numéricas, como as monossomias e trissomias,
quanto estruturais, como as delec8es e translocacdes. As-
sim, por exemplo, tanto nas leucemias, quanto nos tu-
mores solidos, esses métodos tém-se mostrado mais sen-
siveis que a citogenética classica.

Vérias anormalidades ja foram documentadas nos car-
cinomas pulmonares. A delecdo do brago curto do cro-
mossomo 3 foi detectada por FISH no carcinoma de pe-
quenas células do pulmao e no epitélio brénquico de fu-
mantes antes do aparecimento do cancer“®. Aneuploidia
nos cromossomos 6, 7, 8, 9, 12, 17, 18 e Y também
pode ser detectada pelo método do FISH em carcinomas,
assim como copias extras: polissomias do 7, 6, 12 e 17.

CONCLUSOES — PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar do conjunto de anormalidades citogenético-
moleculares observadas nas neoplasias pulmonares, ndo
existem ainda testes citogenéticos para uso clinico no diag-
nostico, por varios motivos: auséncia de Unica alteracdo
comum a todos tipos de tumores ou grupo morfoldgico
especifico, heterogeneidade do trato respiratorio e alte-
racdes presentes de forma focal, em que o escarro pode
compensar, pois inclui células representativas de diversas
areas.

O FISH interfasico foi usado com sucesso na deteccao
do carcinoma de bexiga, através de um painel com qua-
tro sondas de DNA, incluindo os cromossomos 3, 7e 17 e
sequéncias do gene p16 em 9p2. Verificadas a sensibili-
dade e a especificidade desse painel nas células isoladas
de urina, ele foi aplicado em mais de 200 pacientes, com
sensibilidade do FIsH maior que a citologia para deteccao
do carcinoma urotelial.

No futuro, espera-se desenvolver um painel de sondas
para deteccdo de cancer de pulmédo em ensaio de FISH
interfasico.
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