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Resumo

O carcinoma pulmonar (CP) é a neoplasia mais comum em todo o mundo, e também a
principal causa de morte por cancro. Aproximadamente 85% dos tumores do pulmao
diagnosticados correspondem a carcinomas de nao pequenas células (CPNPC) e destes,
aproximadamente, 30% sdao carcinomas de células escamosas (CPCE), e 50%
adenocarcinomas (ADC). A detegao destes tumores em estadios iniciais e a identificagao de
alteragoes associadas a um elevado risco de recidiva, ou que permitam prever a progressao
clinica, permanecem como questoes desafiantes na pratica clinica. Deste modo, pretendeu-se
com este estudo caracterizar o perfil gendmico do CP, de forma a contribuir nomeadamente
para o desenvolvimento de solugoes de diagndstico, direccionamento e personalizagao do
tratamento, procurando reduzir o numero de mortes por CP e os custos de salde
associados a esta doenga. Neste estudo foram identificadas diversas alteragoes genomicas
concordantes com as alteragoes descritas na literatura como associadas ao CP, bem como
algumas regices cromossomicas e/ou genes com forte possibilidade de estarem envolvidos
na carcinogénese pulmonar. Por aCGH, embora os ADC nao tenham revelado
correspondéncia em termos de alteragdes gendmicas nos diferentes estadios TNM, nos
CPCE foram detectadas alteragoes concordantes em ganho em 3q, 5p, 7, 8q, 12, 15q, 17q,
19, 20 e 22q e, em perda, em 3p, 4p, 5q, 8p, 9p, Xp e Y, que poderao ter potencial para
diagnostico. Os genes PIK3CA, SOX2 e MYC revelaram, por aCGH, ser os genes mais
alterados em CP. Os resultados obtidos com a técnica de MLPA permitiram, na
generalidade, comprovar os resultados obtidos por aCGH. Foram identificadas alteragoes
em elevado numero de cépias nos genes PIK3CA, FGFRI e PTEN, por MLPA, no CPCE. Para
além disso, o gene FKBP8 apresentou a percentagem de alteragao mais elevada, por MLPA,
revelando ter potencial como um futuro biomarcador no CP. A anilise, através destas duas
metodologias, permitiu diferenciar ADC de CPCE, exibindo este ultimo um maior niumero
de alteragoes. Alteragoes em ganho e em perda dos genes PIK3CA e PTEN, respectivamente,
parecem ser carateristicas de CPCE. A estratégia direcionada de Touch FISH permitiu validar
0 aCGH e o MLPA revelando ser eficaz na detegao de regioes especificas associadas ao CP.
O conhecimento prévio do perfil metabonomico dos tipos histologicos analisados foi
correlacionado de forma exploratéria com o perfil gegnomico obtido neste estudo, destes
mesmos tumores. A sobre-expressio aumentada dos oncogenes MYC, PIK3CA e AKTI
parece estar envolvida na glicolise e glutamindlise, dado o aumento de lactato e glutamina

verificados previamente nestes casos.
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Abstract

Lung Cancer (LC) is the most common malignancy in the world and the leading cause of
cancer death. Approximately 85% of lung tumors are Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC),
and of these, approximately 30% are Squamous Cell Lung Cancer (SCLC) and 50%
Adenocarcinomas (ADC). The detection of these tumors in early stages and the
identification of characteristics associated with a high risk of recurrence or with the
prediction of clinical progression, remain challenging issues in clinical practice. Therefore, the
aim of this study was to characterize the genomic profile of LC in order to contribute to the
development of diagnostic solutions, targeted and personalized treatment, ultimately seeking
to reduce the number of deaths from lung cancer and health costs associated with this
disease. This study identified several genomic alterations consistent with the changes
described in literature as being associated to LC, as well as certain chromosomal regions
and/or genes with strong possibility of being involved in pulmonary carcinogenesis. Although
ADC have not shown any correspondence in terms of genomic changes in different TNM
stages, with aCGH, the SCLC alterations were consistent for gains in 3q, 5p, 7, 8q, 12, 15q,
I7q, 19, 20 and 22q, and losses in 3p, 4p, 5q, 8p, 9p, Xp and Y, which may have diagnostic
potential. The PIK3CA, SOX2 and MYC genes were revealed, by aCGH, to be the most
altered genes in LC. The results obtained with MLPA technique allowed, in general, to
demonstrate the results obtained by aCGH. Changes of copy numbers were identified in
PIK3CA, FGFRI and PTEN genes, by MLPA in SCLC. In addition, the gene FKBP8 presented
the highest percentage change by MLPA, revealing potential as a biomarker of LC in the
future. The analysis through these two methods, allowed to distinguish ADC from SCLC,
being SCLC the one that showed a larger number of changes. Alterations in gain and loss of
genes PIK3CA and PTEN, respectively, seem to be characteristic of SCLC. The targeted
strategy of Touch FISH allowed us to validate the aCGH and MLPA results, proving to be
effective in the detection of changes in specific regions associated with LC. Previous
knowledge of the metabonomics profile of histological types was correlated in an
exploratory manner with the genomic profile obtained in this study, of these same tumors.
Overexpression of MYC, AKT| and PIK3CA oncogenes could be correlated with the increase

in lactate and glutamine previously recorded in these cases.

Keywords: Lung Adenocarcinoma, Squamous Cell Lung Cancer, Genomic alterations;

aCGH, MLPA; Touch FISH; Metabonomics.
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. Introducao

A mortalidade global por cancro continua a ser um dos maiores problemas
enfrentados na saude publica, integrando um desafio clinico e molecular para todos os
envolvidos na elucidagao dos fendmenos que conduzem ao desenvolvimento tumoral.

Tradicionalmente, os doentes sao seguidos com base num diagnostico
histopatolégico, assente na avaliagdo macroscopica de amostras de tecidos tumorais, de uma
forma integrada com a historia clinica do doente e outros dados laboratoriais correntes.

Atualmente sabe-se que estas aproximagoes apresentam algumas limitagoes. A
introdugcao da Biologia Molecular e da Genética na Oncologia veio contribuir para o
ultrapassar de algumas destas limitagoes. Cada vez mais um bom acompanhamento do
doente oncologico envolve estudos moleculares, quer a nivel do diagnéstico, quer do
prognostico, selegao da terapia mais adequada ao doente e detegao atempada de recidivas.

Sao muitos os fatores que contribuem para o cancro, e o processo desta doenga
difere da localizagao geografica e do estilo de vida em que as pessoas estejam inseridas. Uma
percentagem significativa dos casos de cancro poderia ser evitada através da implementagao
de medidas preventivas adequadas, incluindo a vacinagao e o tratamento, e de medidas
preventivas relacionadas com os estilos de vida, como cessar o uso de tabaco, evitar o
consumo excessivo de alcool, ter uma atividade fisica regular e adotar habitos alimentares
saudaveis [1-2].

O cancro ¢ a principal causa de morte nos paises economicamente desenvolvidos e a
segunda principal causa de morte nos paises em desenvolvimento [1]: cerca de 12.7 milhoes
de pessoas sao diagnosticadas com cancro todos os anos e cerca de 7.6 milhoes morrem
anualmente devido a esta patologia [3]. Atendendo a relagao entre a esperanga média de
vida e o risco para cancro e usando como referéncia a populagao mundial do ano 2000,
estima-se que em 2015 haja um aumento significativo da taxa de incidéncia de cancro, uma
vez que o numero de individuos de 65 e 80 anos de idade sera 22 e 50% superior,
respetivamente. Desta forma, admite-se que as taxas de incidéncia de cancro poderao
acompanhar o aumento da esperanga média de vida [4].

Segundo o World Cancer Report, de 2008, prevé-se que, até 2030, os novos casos de
cancro subam anualmente de |3 milhoes para quase 27 milhoes. Nessa altura, o cancro
matara |7 milhoes de pessoas por ano [5].

O cancro é uma doenga heterogénea, com diferente etiologia e historia natural, que
se desenvolve através da interacgao entre factores ambientais e genéticos. Trata-se de uma
doenga multifactorial complexa, cujo processo de desenvolvimento é lento e envolve a
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ocorréncia de multiplos eventos sequenciais. Este comportamento anomalo resultante faz
com que massas expansivas de células anormais destruam o tecido normal circundante e
que se possam espalhar para érgaos vitais, resultando em disseminagao da doenga [6-7].
Geralmente, o balango entre a proliferagao e a morte celular programada é
altamente regulado, garantindo a integridade dos orgaos e tecidos. No entanto, nas
neoplasias ocorre uma alteragao no equilibrio crescimento/morte celular que se podera
dever a alteragoes no genoma humano, especialmente em genes envolvidos na regulagcao do

ciclo celular [8].

I.1. Carcinoma Pulmonar

1.1.1.Epitélio pulmonar

O sistema respiratério compreende as vias aéreas condutoras, as vias respiratorias,
os pulmoes e os musculos respiratéorios do térax e do abddmen responsaveis pelo
movimento do ar, para dentro e para fora dos pulmoes. As vias aéreas condutoras
transportam o ar para as vias respiratorias e incluem as fossas nasais, a faringe, a laringe, a
traqueia, os bronquios e os bronquiolos, e sao responsaveis pelo humedecimento, filtragao e
aquecimento do ar. A troca de gases entre o ar inspirado e o sangue é desencadeada pelas
vias respiratorias. Estas vias sao constituidas por bronquiolos respiratorios, ductos
alveolares, sacos alveolares e alvéolos [9-10].

O interior das vias aéreas e respiratorias € envolvido por um epitélio que atua como
uma barreira entre o organismo e o meio exterior [|10]. Este epitélio desempenha papéis
fundamentais na manutengao da homeostasia pulmonar: protege o pulmao contra agentes
patogénicos inalados e é o principal mediador da resposta inflamatdria quando estes agentes
sao capazes de colonizar o sistema respiratorio. Paralelamente, € também importante na
regulacao do equilibrio de fluidos do pulmao. Quando danificado reage eficaz e rapidamente,
restabelecendo a sua estrutura e fungées normais [I1].

O epitélio das vias aéreas condutoras € composto por um conjunto de células
especializadas: células ciliadas, basais, caliciformes, células de Clara e células intermediarias
[9-10,12]. A distribuicao dos diferentes tipos de células no interior do epitélio varia ao longo
das vias aéreas [12]. As células ciliadas, tipo de célula predominante nas vias aéreas, possuem
organelos especializados, designados por cilios modveis, na sua superficie apical. Estes
organelos permitem que o muco e particulas estranhas sejam conduzidos em diregao a
faringe, onde sao posteriormente removidos do sistema respiratorio por degluticio ou
expetoragao [9,11]. As células caliciformes, também chamadas de células mucosas, sao

responsaveis pela producao de muco, capaz de lubrificar a superficie apical da camada
4
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epitelial, humidificando o ar inalado e ajudando deste modo a reter particulas estranhas
potencialmente nocivas. As células basais sao células indiferenciadas, responsaveis pela
adesao do epitélio a membrana basal e pela manuten¢ao da homeostasia do epitélio normal,
funcionando como células estaminais. As células de Clara sao células nao-ciliadas, em forma
de cupula, capazes de secretar e absorver substancias glicoproteicas que revestem e
protegem o epitélio bronquiolar. Além de degradarem certas substancias toxicas que sao
inaladas, estas células comportam-se como células estaminais, capazes de reconstruir o
epitélio bronquiolar [9]. Finalmente, células intermediarias foram também detetadas no
epitélio das vias aéreas. Tém microvilosidades na superficie celular apical e, embora a sua
funcao permaneca pouco elucidada, estas células parecem ser responsaveis pela detecao de
compostos estranhos no fluido que reveste as vias aéreas [9-10]. Na figura | estd
representado o epitélio bronquial, bronquiolar e alveolar e todas as células especializadas

que o constituem.
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Figura | — Representacdo esquematica do epitélio bronquial, bronquiolar e alveolar (adaptado de [10,12]).

As células especializadas que constituem o epitélio estio dispostas sobre uma membrana basal comum. O epitélio das vias
aéreas condutoras é composto essencialmente por células ciliadas, células basais e por uma percentagem menor de células
caliciformes e intermediarias. Em brénquios e bronquiolos, ha predominancia de células ciliadas; as células caliciformes e
basais sao gradualmente reduzidas até ao epitélio bronquiolar, onde predominam, posteriormente, em conjunto com as
células ciliadas e células de Clara [9-10,12]. O epitélio alveolar, mais fino, contém uma camada continua de dois tipos de
células principais: células do tipo | (também chamadas de pneumocitos tipo ), que sdo achatadas, laminadas e recobrem a
maioria da superficie alveolar, e por células tipo Il (pneumocitos tipo Il), arredondadas. As células tipo Il sio a fonte de

surfactante pulmonar e estio envolvidas na conservagao do epitélio alveolar apds destruicdo de células tipo | [9].
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O cancro do pulmao (CP), uma das neoplasias mais insidiosas e agressivas, é na vasta
maioria dos casos de origem epitelial e, como tal, é classificado como carcinoma. Os
carcinomas pulmonares surgem normalmente no epitélio dos brénquios principais (tumor

central) ou em pequenos bronquios, bronquiolos, ou alvéolos (tumores periféricos) [13].
|.1.2. Epidemiologia e etiologia moleculares

O CP ¢ a neoplasia mais comum em todo o mundo. Estima-se que 228.190 novos
casos de CP surgirao em 2013, representando cerca de 14% do total dos carcinomas. O CP
é também a principal causa de morte por cancro, e em 2013, sao esperados em todo o

mundo 159.480 obitos, representando cerca de 27% do total de mortes por cancro [2].

O CP é mais frequentemente diagnosticado em homens e a principal causa de morte;
nas mulheres é o quarto carcinoma mais diagnosticado e a segunda principal causa de morte
[1,3-4]. As diferengas de género nos padroes de mortalidade por CP podem refletir
diferengas histéricas entre homens e mulheres na assimilagao e reducao do consumo de
tabaco nos ultimos 50 anos [I]. As taxas de incidéncia e mortalidade tém vindo a diminuir
nos homens ao longo das duas ultimas décadas, mas s6 recentemente comegaram a diminuir

nas mulheres [2].

A prevaléncia da doenca ao final de um ano aumentou de 37% (de 1975-1979) para
44% (de 2005-2008), em grande parte devido a melhorias nas técnicas cirurgicas e terapias
combinadas [2]. Contudo, a esperanga média de vida para os doentes com esta patologia é
extremamente baixa. Apenas 15% dos doentes com CP estio vivos cinco anos apds o

diagnostico [14].

Entre nos, a situagao nao deixa de ser igualmente alarmante, particularmente em
relagao ao sexo masculino, pois é a neoplasia lider em termos de mortalidade, e a terceira
mais incidente, seguida da prostata e do colo-rectal. No que diz respeito ao sexo feminino, a
situagao nao apresenta o mesmo cenario, sendo o quarto carcinoma mais mortal e o sétimo
mais incidente. Em Portugal, o CP é o quarto mais frequente em ambos os sexos,
representando cerca de 7.6% do total dos carcinomas. E o segundo mais fatal, seguido do
colo-rectal, apresentando uma mortalidade de 13.7%, e uma prevaléncia ao final de 5 anos de

3.2% [1,3].
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Figura 2 - Taxas de incidéncia (A) e mortalidade (B) mundiais de CP, em ambos os sexos e para todas as
idades, estimadas em 2008 (adaptado de GLOBOCAN 2008). A maioria dos casos de CP ocorre em paises
desenvolvidos. A maior taxa de incidéncia é observada na Europa, seguida da América do Norte e da China, e a menor, na
Africa Oriental. Em termos de mortalidade, é observada uma taxa superior na Europa, América do Norte e Oriente
Asiatico [1]. As escalas utilizadas na figura estao organizadas de modo a que cada uma das 5 classes tenho o mesmo nimero

de paises. As 5 classes sdo calculadas através da diferenga entre o valor maximo e minimo, sendo depois dividido por 5.

Os sintomas do CP podem incluir tosse persistente, expetoragao com sangue, dor
constante no peito, falta de ar, asma, rouquidao, problemas recorrentes como pneumonia
ou bronquite, perda de apetite ou de peso e fadiga [2].

Atualmente existem varios fatores de risco associados ao CP, entre eles, o
tabagismo, a exposicao ocupacional e/ou ambiental e a suscetibilidade genética. O tabagismo
é responsavel por 80% da carga mundial de CP nos homens e aproximadamente 50% nas
mulheres [|]. Este importante fator de risco para o CP aumenta com a quantidade e duragao
do habito de fumar. Além da nicotina, causadora da dependéncia, ja se isolaram cerca de
4000 substancias diferentes no fumo do tabaco, que, por varios processos, agem
deleteriamente. A grande maioria destas substincias que fica retida nos pulmées (50-97%)
pode ser dividida em trés grupos principais: substancias carcinogénicas, substancias irritantes
e substancias com agao sobre os sistemas nervoso e cardiovascular. Dentro do grupo das
substincias carcinogénicas encontram-se iniciadores tumorais, promotores tumorais e
aceleradores carcinogénicos. Os iniciadores tumorais sao diretamente responsaveis pelo
carcinoma. Sao exemplos destas substancias hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de
elevado peso molecular. Os promotores tumorais tornam mais ativa a agao dos iniciadores,
sendo exemplos destes os fendis volateis, acidos gordos livres e ésteres de acidos gordos.
Os aceleradores carcinogénicos sao substancias que aceleram a agao dos iniciadores e
promotores tumorais [2]. A exposi¢cao ocupacional ou ambiental ao fumo passivo, amianto
(especialmente entre os fumadores), certos metais (crémio, arsénio, cadmio), alguns
produtos quimicos organicos, radiagao, poluicao atmosférica e pintura (ocupacional) sao

outros fatores que desencadeiam esta patologia. O risco para o CP tem aumentado entre
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pessoas com uma historia clinica de tuberculose. A suscetibilidade genética contribui
também para o desenvolvimento de CP, especialmente nos que desenvolvem a doenga numa

idade mais jovem [I-2].
1.1.3.Histologia do cancro do pulmao

O CP pode ser diagnosticado patologicamente ou por uma abordagem histolégica ou
citologica (tabela ). Contudo, a classificagao histologica do CP e o seu estadiamento sao
criticos para a avaliagao do tratamento e para o diagnostico definitivo [15].

O CP pode ser categorizado em dois grandes grupos primarios, uma vez que existem
diferengas clinicas na apresentacao dos tecidos, na disseminagao metastatica, € na resposta a
terapia: carcinoma do pulmao de pequenas células (CPPC) e carcinoma do pulmao de nao
pequenas células (CPNPC) [15-17].

O CPPC é menos comum, representando 15-20% do total dos casos, cresce mais
rapidamente, € na maioria das vezes metastatico e tem alta resposta inicial a quimioterapia.
O CPNPC representa 80-85% do total dos casos e nao é tio metastatico e nao responde
tao eficazmente [18]. Este Ultimo pode ser histologicamente subdividido em adenocarcinoma
(ADC), carcinoma de células escamosas (CPCE), carcinoma de grandes células (CPGC),
incluindo o carcinoma neuroendocrino de grandes células (CNPGC), carcinoma
bronquioloalveolar, e outros tipos histologicos mistos, uma vez que pode haver misturas de
padroes histologicos no mesmo carcinoma [I5]. Estes tipos histologicos principais podem
ser subclassificados em mais subtipos especificos, como apresentado na tabela |. Neste
estudo serao abordados os dois subtipos histologicos mais frequentes em CPNPC: ADC e

CPCE.

1.1.3.1. Carcinoma do pulmiao de nao pequenas células
(CPNPCQC)
1.1.3.1.1. Carcinoma pulmonar de células escamosas

(CPCE)

O CPCE, também chamado de epidermoide ou pavimentoso, representa cerca de 25-
30% de todos os tumores do pulmao e ocorre maioritariamente em homens. Esta
fortemente relacionado com um historial tabagico (mais de 90% do total do CPCE). No
entanto, ainda que os habitos de fumar nao tenham mudado consideravelmente, a incidéncia
do CPCE tem vindo a decrescer em relagao ao ADC, provavelmente devido a alteragoes

nos constituintes do tabaco.
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Tabela | - Classificacdo histolégica do CP (adaptado de [15]). Classificagdo de acordo com a classificagao da
OMS, de 2004, de CP e com a classificagao de ADC pulmonares, de 2011, da International Association for the Study of
Lung Cancer, American Thoracic Society e European Respiratory Society.

* Lesoes pré-neoplasicas:
O Displasia escamosa / Carcinoma in situ (CIS)
O Hiperplasia adenomatosa atipica (HAA)
O Adenocarcinoma in situ (AlS)
=  Mucinoso (raro) e nao mucinoso
= Misto (mucinoso e nao mucinoso)
O Hiperplasia difusa de células pulmonares neuroendécrinas (HDCPN)

. Carcinoma de células escamosas (CPCE):
O  Papilar
O Células claras
O Células pequenas
O Basaldide

* Carcinoma de pequenas células (CPCP):
O Carcinoma combinado de pequenas células

* Adenocarcinoma (ADC):
0 ADC minimamente invasivo (MIA) (£3 cm, tumor predominantemente lepidico com <5 mm de
invasao)

= Mucinoso (raro) e nao mucinoso
= Misto (mucinoso e ndo mucinoso)

Q ADC invasivo
*  Predominantemente lepidico (antigo carcinoma bronquioloalveolar (ACB) nao mucinoso,

>5 mm de invasio)

*  Predominantemente acinar
=  Predominantemente papilar
*  Predominantemente micropapilar
=  Predominantemente sélido com mucosecreciao

U Variantes do ADC invasivo
=  ADC mucinoso invasivo (ACB mucinoso)
= Coldide
= Fetal (baixo e alto grau)
=  Entérico

* Carcinoma de grandes células (CPGC):
U Carcinoma neuroendécrino de grandes células (CNPGC)
= CNPGC combinado
Carcinoma basaléide
Carcinoma linfoepitelioma-like
Carcinoma de células claras
Carcinoma de grandes células com fenétipo rabddide

ooo0o

* Carcinoma adenoescamoso

* Carcinoma sarcomatoéide
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células gigantes
Carcinossarcoma

Blastoma pulmonar

Outros

* Carcinodide (Tipico e Atipico)

oooooo

* Carcinoma de glandula salivar:
U Carcinoma mucoepidermoide
U Carcinoma adendide cistico
O Carcinoma epimioepitelial
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O CPCE é um tumor de crescimento lento, que pode levar anos para evoluir para
cancro invasivo. Metastases para orgaos distantes sao muito menos frequentes do que em
ADCs ou outros subtipos histolégicos de CP. Tumores com histologia pouco diferenciada
podem metastizar no inicio de seu curso clinico para 6rgaos como o cérebro, figado,
glandulas suprarrenais, trato gastrointestinal e nodulos linfaticos [15-17,19].

Histologicamente ¢ visualizado neste tumor alguma diferenciagago com pontes
intercelulares, queratinizagao que pode tomar a forma de pérolas escamosas, células grandes
e achatadas e citoplasma eosindfilo abundante (figura 3A). Embora, no passado, a maioria
destes tumores surgisse centralmente em bronquios segmentares ou subsegmentares, a
incidéncia na periferia do pulmao tem vindo a aumentar [I5]. A producao de mucina nao
esta presente no CPCE puro; a sua presenga pode indicar a possibilidade de carcinoma

adenoescamoso [15-17,19].

1.1.3.1.2. Adenocarcinoma (ADC)

O ADC ¢é o tumor epitelial maligno mais frequente de CP, representando 30-50%
dos CPNPCs [15]. E mais comum em mulheres e em nio-fumadores, estando, por isso,
menos associado a um historial tabagico. E caraterizado por diferenciacio glandular ou
producao de mucina (80% contém mucina) pelas células tumorais (ver figura 3B). Os ADCs
tém varios padroes de crescimento, tanto puros como, na maioria dos casos, mistos.

Estes padroes sdao acinar, papilar, bronquioloalveolar e solido, com formacao de
mucina. Em comparagao com o CPCE, apresenta lesdes mais localizadas na periferia e tende
a ser menor, cresce mais lentamente e tende a metastizar de forma mais ampla e precoce.
Cérebro, ossos, glandulas suprarrenais e figado metastizam mais comummente [15-17,19-
20]. O ADC surge de uma hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) que progride para o
carcinoma brongquioloalveolar, que depois se transforma em ADC invasivo. Contudo, nem
todos os ADC:s se originam desta forma e nem todos os carcinomas bronquioloalveolares se

tornam invasivos se nao forem tratados [21].

1.1.3.2. Carcinoma de pequenas células (CPPC)

O CPPC é um tumor altamente maligno. As células epiteliais sao pequenas, com
citoplasma escasso, nucléolos ausentes, bordos mal definidos e cromatina nuclear finamente
granular [15]. A contagem mitotica é alta. A necrose é comum e geralmente extensa.

O CPPC tem uma forte relagido com o tabagismo. Ocorrem tanto em grandes

bronquios como na periferia do pulmao. Nao existe uma fase pré-invasiva ou carcinoma in
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situ. Estes tumores sao mais agressivos, metastizam amplamente e sao virtualmente

incuraveis por meios cirurgicos [15-17,19].

Figura 3 — Subtipos histolégicos do CP [15]. (A) CPCE. Neste tumor é visivel a presenga de queratinizagdo que
pode tomar a forma de pérolas escamosas, células grandes e achatadas e citoplasma eosinéfilo abundante. (B) ADC sélido

com mucina. Numerosas goticulas intracitoplasmaticas de mucina sao visiveis neste subtipo histolégico de CP.
|.1.4.Estadiamento anatomico do carcinoma pulmonar

Em 1953, a “Union International Contre le Cancer” (UICC) determinou que o sistema
TNM constituiria a base para o estadiamento de todos os tumores [22]. O conceito de
classificagio dos tumores malignos TNM baseia-se na extensio e dimensio do tumor
primario (T), no envolvimento dos ganglios linfaticos regionais (N) e na existéncia ou nao de
metastases (M) [22-23]. Posteriormente, o “American Joint Comitte for Cancer Staging” (AJCC)
propos um estadiamento baseado na nomenclatura TNM, definindo-se quatro estadios
clinicos [22]. O objetivo destes sistemas de classificagao é auxiliar o clinico no planeamento
do tratamento, determinar o progndstico e avaliar e facilitar o intercambio de resultados de
tratamento realizados em diferentes centros [23]. O sistema de estadiamento anatomico em

uso é apresentado na tabela 2.

I.1.5.Diagnostico e Tratamento

Em termos de diagnostico € avaliada a historia clinica do doente, o histérico como
fumador, a exposicao ambiental ou ocupacional a determinadas substancias e a historia
familiar de cancro. Se ha suspeita de CP é necessario analisar as células pulmonares. Estas
células podem ser obtidas da expetoragao, de células do muco dos pulmdes, através da
tosse, e ainda por broncoscopia, aspiragao por agulha fina, toracocentese ou toracotomia.

Pode ainda recorrer-se a imagiologia médica através de radiografia toracica, tomografia axial

11



Caraterizagao do perfil genémico do carcinoma pulmonar

Tabela 2 - Sistema de Estadiamento Internacional para o CP (adaptado de [22-23]).
Sistema de classificagdo de acordo com a classificagado da OMS, de 2004, de tumores do pulmao

Tumor Primario-T

TX — O tumor primario nao consegue ser avaliado; ou o tumor primario é comprovado pela presenca
de células malignas na expetoragao ou em bronquios segmentares, mas nao detetado por broncoscopia
e imagiologia.
TO — Auséncia de evidéncias do tumor primario.
Tis - Carcinoma in situ.
T1 - Tumor com <3 cm ou de didmetro sem evidéncia de invasdo proximal a um brénquio lobar.
T2 — Tumor com >3 cm de didmetro.
Tumor de qualquer dimensao com:
e Invasao da pleura visceral;
e  Atelectasia que nao envolva o pulmao inteiro;
e Localizagdo num brénquio lobar ou estar a pelo menos 2 cm da carina.
T3 — Tumor de qualquer dimensao com:
e Invasdo da parede toracica;
e Envolvimento do diafragma, pleura mediastinica ou pericardio;
e  Atelectasia que envolva todo o pulmao;
e Localizagdo num brénquio principal a <2 cm da carina.
T4 — Tumor de qualquer dimensao com:
¢ Invasao do mediastino;
e Invasido do coragao ou grandes vasos;
e Invasdo da traqueia ou eséfago;
e  Presenca de derrame pleural ou pericardico maligno;
e Nodulo (s) tumoral satélite dentro do mesmo lobo do tumor primario;
e Invasiao dos corpos vertebrais ou carina.

Envolvimento ganglionar - N

Nx - O envolvimento ganglionar nido consegue ser avaliado.

NO — Sem envolvimento ganglionar regional.

NI — Metastases nos ganglios peribrénquicos e/ou hilares homolaterais.

N2 — Metastases nos ganglios mediastinicos homolaterais e/ou sub-carinais.

N3 — Metastases nos ganglios hilares ou mediastinicos contralaterais; metastases nos ganglios
supraclaviculares homo ou contralaterais.

Metastases - M

Mx — Metastases a distancia nao conseguem ser avaliadas.

MO - Auséncia de metastases a distancia.

MI - Presenca de metastases a distancia (incluindo nédulos tumorais metastaticos num lobo diferente
do tumor primario).

Estadiamento TNM

Carcinoma oculto: TX NO M0

Estadio 0: Tis NO MO

Estadio IA: T1 NO MO

Estadio IB: T2 NO MO

Estadio lIA: TI NI MO

Estadio 11B: T2 NI MO; T3 NO MO

Estadio IIA: T1 N2 MO; T2 N2 MO; T3 NI M0; T3 N2 MO
Estadio 11IB: qualquer T N3 MO; T4 qualquer N MO
Estadio 1V: qualquer T qualquer N M|
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computorizada (TAC), ressonancia magnética, estudos com radioisotopos ou
mediastinoscopia, para avaliar a extensao do tumor [14].

Com base em estudos histolégicos e no estadio do CP, os tratamentos incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapias-alvo. Para o CPNPC, a cirurgia é geralmente o
tratamento de escolha. Para a maioria dos doentes, a sobrevivéncia é melhorada quando a
quimioterapia € efetuada apos a cirurgia. A radioterapia e a quimioterapia sao
frequentemente utilizadas em combinagdo com a cirurgia. Doentes com cancro em fase
avancada de CPNPC sao geralmente tratados com quimioterapia, terapias-alvo, ou com a
combinacao das duas. A quimioterapia isolada ou combinada com a radioterapia é o

tratamento usual escolhido para o CPPC [2,14].

1.1.6.Biologia Molecular do Cancro do Pulmao

1.1.6.1. Carcinogénese

As bases moleculares da suscetibilidade para cancro foram evidenciadas aquando do
desenvolvimento das técnicas de andlise de DNA. Alteragoes no DNA podem ser herdadas
ou adquiridas ao longo da vida de um individuo, por agao de compostos quimicos, agentes
biologicos ou agentes fisicos [24]. Para além disso, mutagoes espontaneas que ocorrem com
elevada frequéncia durante a replicagio do DNA podem exceder a capacidade de reparagao
por parte das polimerases de DNA, constituindo um risco potencial para o desenvolvimento
de uma neoplasia [24-25].

A carcinogénese é um processo multifatorial e multifasico, que culmina no
desenvolvimento de neoplasias malignas, pela acumulacio de alteragoes genéticas e/ou
epigenéticas que poderao conduzir a mudangas na atividade génica e a fendtipos alterados
sobre os quais atua a selecio ambiental e microambiental [26]. Este processo passa por
varios estadios até que se constitua um carcinoma in situ (CIS), podendo ser dividido em trés
fases consecutivas: iniciagdo, promogao e progressao [19]. A iniciagio é uma fase que se
carateriza por uma alteragao no material genético de uma célula normal, por acao de um
agente carcinogénico, de uma mutagao espontanea ou hereditaria, ou outro fator que resulte
num dano celular.

Caso a célula nao tenha capacidade de reparar o dano sofrido, vai ocorrer uma
acumulagao sucessiva de alteragoes genéticas que conferem vantagem seletiva a célula
“iniciada”- fase de promogao. A acumulagao sequencial de alteragoes genéticas em genes
responsaveis pelo controlo da proliferagao celular, da morte celular programada e da

manutengao da integridade do genoma, culmina na expansao clonal da célula “iniciada”. A
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fase de progressao é uma fase irreversivel, em que o processo evolui até ao aparecimento
das primeiras manifestagoes clinicas da doenga. A progressao do cancro carateriza-se pela
inativagao de determinados genes e sobre-expressao de outros, dando origem a células

independentes da regulagao local e central do organismo, que proliferam sem inibigao [19].

Auto-suficiéncia Insensibilidade a
em sinais de sinais inibidores
crescimento de crescimento

Desregulacio energética Resisténcia ao Sistema
celular Imunitario

Resisténcia a ,‘ A Potencial replicativo
morte celular ) > P ilimitado

Instabilidade genémica [ Inflamacao provida
e mutacoes pelo tumor

Inducio da Invasio de tecidos
angiogénese e metastizacio

Figura 4 — Adaptacdes fisiologicas ocorridas nas células tumorais durante o desenvolvimento neoplasico
(adaptado de [26]). As células tumorais apresentam carateristicas distintas das células normais, sabendo-se que, durante
a carcinogénese, adquirem fenétipos essenciais e discriminativos como: autossuficiéncia em fatores de crescimento,
insensibilidade a sinais de inibidores de crescimento, resisténcia ao sistema imunitdrio, potencial proliferativo ilimitado,
inflamacio, capacidade de invasio tecidular e metastizagdo a distdncia, capacidade de promover a angiogénese, instabilidade

gendmica e mutagoes, capacidade de evasio a apoptose e desregulagio metabdlica [26].

Contudo, o numero de alteragoes necessarias para adquirir estas capacidades e a
ordem pela qual elas surgem, variam de acordo com as carateristicas da neoplasia. Algumas
alteragoes podem ser transmitidas de geracdo em geragao, através da linhagem germinativa
do individuo, originando os cancros familiares, que sao raros (entre 5 e 10%) [19,27]. Ainda
assim, a maioria das neoplasias surgem de um modo esporadico, na linhagem somatica de

tipos especificos de células, originado os cancros esporadicos [27].

1.1.6.2. Instabilidade genomica: alteracoes

cromossOomicas e perda de heterozigotia
O cancro resulta de alteragoes dindmicas do genoma, frequentemente associadas a
ganho de fungao de oncogenes, perda de funcao de genes supressores de tumores e
alteragao de genes envolvidos na reparagao do DNA que em conjunto contribuem para a

transformacgao e progressao de células malignas [|8-28].

14



Caraterizagao do perfil genémico do carcinoma pulmonar

A detecao de amplificagoes e delegdes no numero de cdpias cromossomicas,
resultado da instabilidade gendmica, conduziu a identificagao de inUmeros oncogenes e genes
supressores de tumores. Varias alteragoes genéticas tém sido associadas ao CP, incluindo

aneuploidias, ganhos e perda alélica especifica [29].

Tabela 3 - Alteracées cromossémicas frequentemente encontradas no CP [18-29]. p —
brago curto de cada cromossoma; q - brago longo.

CPPC CPNPC
TSP 30 45, 4q, 5q, 8p, 10q, 13, 17p, 22q ig'qéq‘ 8. 9p. %4, 134 7p. 18, 19, 199, 2lq,
Ganho 3q, 5p, 8q, 199 Ip, Iq, 3p, 3q, 5p, 7p, 7q, 8p, 8q, 9q, 1 1q, 129

Além disso, alteragdes em varios genes tém sido implicadas no desenvolvimento do
CP, incluindo a ativagao de EGFR, PIK3CA, MYC, KRAS, MET, FGFRI, ERBB2, EML4-ALK, NKX2-
I, SOX2, BCL2LI I, bem como a inativagao de TP53, RBI, CDKN2A, STKI I, PTEN e FHIT [18-
29].

Deste modo, segue-se uma breve caraterizagao dos oncogenes e genes supressores
de tumores supramencionados e representados na figura 5, tendo em conta a sua

importancia no CP.

1.1.6.3. Protooncogenes e oncogenes / Sinalizacao de

fatores de crescimento

Os protooncogenes estao envolvidos no controlo da proliferagao celular, apoptose
ou ambos e a alteragio da sua estrutura e/ou expressao resulta na formagao de oncogenes.
Estes genes atuam de forma dominante e podem ser ativados através de alteragoes
estruturais resultantes de mutagoes ou fusoes de genes, através de justaposi¢ao a
promotores fortes ou por amplificagao. De uma forma geral, os oncogenes promovem o
crescimento celular através da ativagao constitutiva de vias mitogénicas. Os oncogenes
podem ser classificados de acordo com os diferentes produtos genéticos que codificam:
recetores de fatores de crescimento e fatores de crescimento, transdutores de sinais,

fatores de transcricao e reguladores da apoptose [19,31].
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Figura 5 — Representacdo esquematica, de acordo com as diferentes referéncias bibliograficas, das posic6es cromossomicas dos oncogenes (a laranja) e dos genes

16 supressores tumorais (a castanho) com relevincia terapéutica para o CP. Todos os genes estio de acordo com o HUGO Gene Nomenclature Committee [30].
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1.1.6.3.1. Alteracao dos recetores de fatores de

crescimento e dos fatores de crescimento

A desregulagao de recetores na superficie celular que transmitem sinais
estimuladores de crescimento para o interior das células contribui para o desenvolvimento
tumoral, constituindo uma estratégia no desenvolvimento de autossuficiéncia em fatores de
crescimento. A sobre-expressao destes recetores permite que a célula tumoral responda
cada vez mais aos niveis habituais de fatores de crescimento. Para além da sobre-expressao,
alteragoes estruturais ou mutagoes nos recetores podem afetar a sua atividade, podendo
leva-los a funcionar como potentes oncogenes [31-33].

Os recetores de fatores de crescimento normalmente associados a tirosina cinases
estao frequentemente sobre-expressos no CP [34]. Os recetores tirosina cinase (RTC) sao
glicoproteinas transmembranares que sofrem ativagao apos ligagao de ligandos especificos e
que comunicam o sinal extracelular para o citosol através da fosforilagao de residuos de
tirosina do proprio recetor (autofosforilagao) ou em proteinas associadas [35].

A familia de genes ERBB inclui o EGFR, ERBB2, ERBB3 e ERBB4, frequentemente sobre-
expressos no CP.

A ativagao dos protooncogenes que codificam o recetor do fator de crescimento
epidermal (EGFR) e o ERBB2 podem contribuir para a transformagao de fendtipos celulares
e proporcionar as células tumorais um crescimento substancial e vantagens de sobrevivéncia
[32-33]. A sobre-expressao de EGFR, 7pl 1.2, é relatada em 50-90% dos casos de CPNPC, e
esta relacionada com um prognostico desfavoravel [18,34,36-38]. Para além da sobre-
expressao do EGFR, os seus ligandos EGF, fator de crescimento epidermal, e TGFa, fator de
crescimento e transformagao @, sao também frequentemente expressos no CPNPC, levando
a hiperatividade do recetor [34]. A sobre-expressao de ERBB2 ¢ identificada em cerca de
20% do CP [39]. Muta¢oes nos genes EGFR e ERBB2 sao identificadas em 10-30% e ~2%,
respetivamente, no CPNPC, e sao mais incidentes no sexo feminino, ADC, nao-fumadores e
etnia asiatica [34,40-41].

Em 2004, a FDA aprovou dois inibidores do EGFR em doentes com CPNPC que nao
respondem a quimioterapia convencional. Embora na clinica fossem inicialmente usados
anticorpos monoclonais, que tém como alvo o dominio extracelular do recetor, como o
cetuximab, atualmente sao amplamente usados os inibidores do EGFR para inibir a atividade
intracelular do recetor, tais como o erlotinib e o gefitinib [18,35,37,42-43]. A resisténcia a
terapia com estes inibidores esta associada, entre outros, a mutagoes no gene KRAS e a

amplificacido do protooncogene que codifica o recetor do fator de transicao epitélio-
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mesenquimal (MET), responsavel pela ativagao da via PI3K, através da fosforilagao de ERBB2
ou ERBB3 [45]. A inibicao da sinalizagio do MET pode restabelecer a sensibilidade aos
inibidores do EGFR [34,37].

EGF ou TGF-a

N

Transcri¢io génica
Evasdo a
apoptose

Progressdo do Via de proliferacio

ciclo celular

Proliferacio / 1 \ Resisténcia a apoptose

Invasio Metdstase

Angiogénese
Figura 6 — Vias de transducdo do sinal desencadeadas por RTC (adaptado de [37]). A ligagdo de ligandos ao
dominio extracelular provoca a dimerizagdo dos recetores monoméricos ou o rearranjo da estrutura quaternaria dos
recetores heterotetraméricos, levando a ativagdo de proteinas tirosina cinase. Esta ativagao induz um aumento da atividade
catalitica intrinseca e a criagdo de locais de ligagdo para moléculas sinalizadores subsequentes, incluindo a fosfatidilinositol 3-
cinase (PI3K). Esta cinase fosforila uma membrana fosfolipidica, gerando produtos que ativam a cinase AKT. A AKT esta
envolvida na proliferagao celular e na inibicdo da apoptose. Os residuos fosforilados no recetor também funcionam como
locais de ancoragem as proteinas adaptadoras que sio capazes de se ligarem a outras proteinas efetoras. Uma proteina
adaptadora é a Grb2, que se liga a guanosina trifosfato (GTP) captando o fator SOS. O SOS atua na ligagio da GTP a
proteina RAS e catalisa a formagdo da RAS, que ativa a cascata da proteina cinase ativada pelo mitogéneo (MAPK). As
MAPKSs ativas estimulam a sintese e fosforilagio de fatores de transcrigdo. Os fatores de transcri¢do ativados por essas
sinalizagdes em cascata estimulam, sucessivamente, a producido de fatores de crescimento, recetores dos fatores de
crescimento e proteinas que controlam diretamente a entrada de células no ciclo celular. Os fatores de transcrigcao
citoplasmatica denominados STATSs (conversores de sinais e ativagdo da transcrigdo) sdo alguns dos fatores que ativam a
transcrigdo génica e desencadeiam a proliferagio e invasdo celulares, angiogénese, metastizagao e evasao a apoptose [I8-

19,34,37].

O protooncogene FGFRI (8pl|) codifica o Fibroblast growth factor receptor (FGFR). A
ativagao do recetor pela ligacao do fibroblast growth factor (FGF) contribui para a progressao
tumoral, levando a um aumento da proliferagao e migragao celulares, apoptose e
angiogénese. Esta ativacdo continuada ocorre gracas a amplificagio do gene FGFRI,
translocagao ou mutagoes ativadoras. O ganho genético de FGFRI representa hoje um dos

mais promissores biomarcadores no CP. Esta alteragao ocorre maioritariamente em CPCE

(21% em CPCE e 3,4% em ADC) [44].
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O protooncogene KIT (4q12) codifica a proteina transmembranar KIT, com atividade
de tirosina cinase, que atua como recetor para o fator de crescimento de mastocitos (SFC).
Este fator de crescimento, aliado a outros fatores, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), desencadeia diversas fungoes celulares, entre as quais, proliferagao,
adesao e diferenciacao celulares e apoptose [49-50]. O recetor KIT sinaliza apenas em
resposta ao seu ligando primario, o SFC. Mutagoes no gene que codifica o KIT conduzem a
ativagao constitutiva do recetor. Embora seja mais reportada em CPPC, a sobre-expressao
de KIT esta também presente em ADC e CPCE [18,45-48].

O protooncogene MET (7q31.2) codifica o recetor do fator de crescimento de
hepatocitos (HGFR), com atividade de tirosina cinase. Em células normais, o gene MET
promove o crescimento e a migragao celulares. Contudo, a desregulagao do gene MET
conduz a proliferagao e sobrevivéncia celulares, angiogénese, invasao da matriz extracelular e
metastase. Esta desregulacio do MET ocorre através da sobre-expressao do recetor,
amplificacdo do recetor, mutagao génica e sobre-expressao do ligando HGF (fator de
crescimento de hepatocitos). A ligagao de HGF promove a ativacao do HGFR, e esta sobre-
expressao é detetada em 45% dos carcinomas pulmonares. A sobre-expressao do gene MET
€ observada em 67% de ADC, 57% de CPGC, 57% de CPCE, 25% de CPPC e 60% de

tumores carcinoides do pulmao [42,45,49].

1.1.6.3.2. Proteinas transdutoras de sinais codificadas

por oncogenes

Os sinais de crescimento celular sao transmitidos dos recetores dos fatores de
crescimento na superficie celular para o nucleo através de uma rede complexa de vias
designadas de cascata de transdugao de sinal. A sinalizagao celular desempenha assim um
papel fundamental na carcinogénese. Estas vias sao semelhantes entre células normais e
tumorais, contudo, aquando o tumor encontram-se desreguladas [19,33].

A ativagao da via RAS/RAF/MEK/MAPK ocorre frequentemente no CP (figura 7)
gragas a presenca de mutagoes ativadoras no gene KRAS (I12pl2), que ocorrem em
aproximadamente 20% dos tumores do pulmao, em particular, em ADC [18,38,52]. No CP,
90% das mutagoes estio localizadas no KRAS sendo estas mutagoes mutuamente exclusivas,
isto &, sao encontradas muta¢oes no gene KRAS quando o gene EGFR e ERBB2 nao se
encontram mutados, e observadas principalmente em homens e fumadores. Mutagdes no

gene KRAS sao incomuns em CPCE [18,37-38,50].
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Figura 7 — Via da RAS (adaptado de [18]). A proteina RAS pode existir em dois estados: ativo, em que a GTP ¢ ligada
a molécula; e inativo, em que a GTP foi clivada a guanosina difosfato (GDP). A existéncia de mutagées pontuais ativadoras
pode conduzir a um potencial oncogénico, através da perda de atividade de GTPase intrinseca, levando a incapacidade para
clivar GTP a GDP. Este processo desencadeia varios aspetos do comportamento celular incluindo a proliferagio,
diferenciagdo, motilidade e sobrevivéncia celulares, através da ativacio de vias como a RAF/MEK/MAPK/ERK e
PI3K/AKT/mTOR. A RAS pode induzir tanto sinais apoptoéticos como antiapoptoticos. A mutagido do KRAS resulta, por isso,
na ativagao constitutiva de vias de sinalizagao a jusante, tornando os tumores derivados desta mutagao, independentes da

sinalizagao dos RTC, e, portanto, resistentes a terapéutica com IRTC, bem como a quimioterapia [18,37-38,50].

O gene BRAF (7q34) codifica a cascata serina/treonina cinase que atua na via
RAS/RAF/MAPK, essencial para a regulagao do ciclo celular. A proteina RAF é uma serina-
treonina cinase que quando ativada fosforila a proteina MEK, que por sua vez fosforila a
proteina ERK. Esta ultima proteina quando ativada fosforila diferentes alvos citoplasmaticos e
nucleares, mediando uma resposta celular. Esta via controla a proliferacao e diferenciagao
celulares, bem como a apoptose [51]. No CP as mutagdes no gene BRAF (~3%) sao
predominantemente encontradas em ADC, sendo estas mutuamente exclusivas com
mutagoes nos genes EGFR e KRAS [18,37,52].

O gene MYC (8q24.21), Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog, codifica o fator de
transcricado C-MYC, que heterodimeriza com a partner protein myc-associated factor X (MAX)
para regular a expressao génica. Em conjunto com o gene MAX, o MYC emerge como um
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fator de transcricao oncogénico que integra a maquinaria do ciclo celular, adesao e
metabolismo celulares, e vias apoptoticas, estando assim envolvido na regulacio da
expressao génica e do ciclo celular [36,53]. Os genes MYC sao maioritariamente amplificados
no CPPC, e menos frequentemente no CPNPC, representando cerca de 15-30% do total
dos casos de CP [18,37]. Este tipo de mutagdes ocorre como eventos tardios [49].

O protooncogene PIK3CA (3q26.32) esta frequentemente amplificado no CP,
essencialmente no CPPC. As proteinas PI3Ks regulam a proliferagao, sobrevivéncia, adesao e
motilidade celulares. Na carcinogénese pulmonar, a hiperativagao desta via parece ocorrer
gragas a mutagoes nos genes PI3K, PTEN, EGFR ou KRAS, amplificagao do gene PIK3CA, perda
de PTEN e ativagao das cinases AKT e mTOR. A via tem dois reguladores negativos: o gene
supressor tumotal, PTEN (10g23.31) e o complexo TSCI/TSC2. A desregulacao desta via,
mais frequente no CPCE do que no ADC, resulta num aumento do metabolismo energético,
crescimento celular, resisténcia a apoptose e aumento do potencial metastatico [18,37,54].

A fusao genética entre o gene ALK, que codifica uma proteina pertencente a familia
dos recetores de tirosina cinase, e o gene EML4, que codifica uma proteina associada aos
microtUbulos, é responsavel pela constante sinalizagio mitogénica e pela transformacao
maligna e pensa-se ter um papel na ativagao da RAS e da PI3K. Esta fusao, situada no brago
curto do cromossoma 2, esta presente em 2-7% dos CPNPCs, ocorrendo maioritariamente
em ADC e niao fumadores ou fumadores passivos. Mutagoes nesta fusao génica sao
exclusivas das mutagoes no EGFR e KRAS [18,36-37,55-57].

A fusao génica entre KIF5B e o protooncogene RET é causada por uma inversao
pericéntrica em 10pl1.22-q11.21, e tem sido apontada como um alvo molecular promissor
no diagndstico e tratamento do CP. Esta fusao, identificada em ADC, pode ser responsavel
pela sobre-expressao do recetor RET, com atividade tirosina-cinase, induzindo
espontaneamente a transformacgao celular [58]. A perda do dominio cinase do recetor ROS|
tem também sido relatada no CP. A expressao de genes de fusao ROS/ tem sido, por isso,

identificada como um excelente alvo terapéutico no CPNPC [59].

1.1.6.3.3. Transformacdo da expressio génica

desencadeada por fatores de transcricao

Os fatores de transcrigao sao proteinas nucleares que regulam a expressao de genes
alvo ou de familia de genes. Estes fatores tém um papel fundamental na conversao de sinais
extracelulares em alteragoes na expressao de genes especificos, regulando desta forma

varios processos biologicos. A transcricao € regulada através da ligacao de fatores de
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transcricao a sequéncias especificas do DNA. No CP, a alteracao da expressao de genes
especificos desencadeada por fatores de transcricao oncogénicos provoca alteragoes génicas
que contribuem para a carcinogénese pulmonar [19,31].

O NKX2-1 (NK2 homeobox-I), também conhecido como TTF-1 (fator de
transcricio da tiroide-1) é um fator de transcricao especifico do pulmao, tiroide e
diencéfalo. No pulmao, regula o desenvolvimento normal e morfogénese, essencialmente a
diferenciagao de células epiteliais do pulmao e o desenvolvimento respiratorio perinatal. O
gene NKX2-1 (14q13.3) atua como um protooncogene e contribui para a patogenicidade do
CP [36]. O NKX2-1 tem diferentes perfis de expressao em diferentes subtipos histologicos
de CP: em ADC e CPPC a expressao é elevada; no entanto, em CPGC e CPCE ¢ baixa ou
ausente. Este fator de transcricao é expresso em cerca de 60-70% de ADC e é indicado
como um marcador especifico de tecido, capaz de distinguir morfologicamente ADCs
metastaticos semelhantes de origem pulmonar a partir de outros sitios primarios
desconhecidos [18,60].

O fator de transcricao SOX2 é expresso em células epiteliais do pulmao e controla a
morfogénese e diferenciacdo do tecido epitelial das vias aéreas. A auséncia de SOX2 no
epitélio traqueal adulto resulta na reducao da proporgao de células basais e inibe a sua
capacidade de autorrenovacao. Este fator de transcricio encontra-se frequentemente
amplificado na regiao 3q26.33, essencialmente no CPCE, em comparagio com ADCs

[18,37,61].
1.1.6.3.4. Evasao a apoptose

A morte celular programada ou apoptose € um mecanismo que elimina seletivamente
células envelhecidas, danificadas ou que nao sao necessarias, com o objetivo final de manter
a homeostasia dos tecidos. As duas principais vias da apoptose, via intrinseca (via
mitocondrial) e extrinseca (via dos recetores de morte), ativam caspases responsaveis pela
clivagem de varios substratos e pela indugao da morte celular. As células, em apoptose,
apresentam alteragoes morfologicas caracteristicas, tais como a condensagao da cromatina,
fragmentagcao do DNA, diminuicao do volume celular e formagao de corpos apoptoticos,
sendo posteriormente reconhecidas por macréfagos e fagocitadas. Este processo é
altamente regulado e alteragdoes nestas vias podem levar a um aumento da sobrevivéncia
celular contribuindo para a expansao de células neoplasicas. A evasao a apoptose permite

ainda criar um ambiente propicio a instabilidade genética e acumulagao de mutagoes
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contribuindo para o desenvolvimento de neoplasia e insensibilidade a tratamentos anti-
tumorais [19,31].

A BCL2 é uma proteina localizada na mitocondria, reticulo endoplasmatico (RE) e
membrana nuclear externa. A familia de genes BCL2 inclui mais de 30 moléculas anti e pro-
apoptose, que se associam em homo e heterodimeros na regulagao da morte celular.
Proteinas anti-apoptoticas, tais como a BCL2, localizam-se maioritariamente na membrana
mitocondrial externa, onde previnem a libertagio do citocromo C e outras proteinas
proapoptoticas da mitocondria para o citosol. As proteinas proapoptoticas, tais como a
BAX, atuam como sensores a danos celulares, iniciam e desencadeiam os eventos que levam
a morte celular [62].

O protooncogene BCL2LI | (2ql3) encontra-se sobre-expresso no CP, em 80% de
CPPC e 10-30% de CPNPC. Este gene consegue impedir a apoptose em células tumorais
sem alterar a proliferagao celular [36,49,63]. Em contraste, o gene proapoptético, BAX, é
reprimido em CPPC e maioritariamente expresso em CPNPC.

A co-expressao de MYC e BCL2LI | esta associada a um aumento da incidéncia de CP,
demonstrando a existéncia de uma sinergia entre estes dois genes na evasio a apoptose
[37].

1.1.6.4. Genes supressores de tumores /Sinalizacio de

inibidores de crescimento

Os genes supressores tumorais sao importantes no controlo da divisao celular,
nomeadamente na presenca de condigoes desfavoraveis, tais como danos no DNA, auséncia
de fatores de crescimento ou erros no processo de divisao celular, bloqueando o avango do
ciclo celular quando se verificam erros na replicagao, podendo mesmo induzir a célula a
entrar em apoptose. A delegao de segmentos cromossdmicos pode ser uma das causas de
inativagao destes genes, contribuindo assim para a iniciagao e/ou progressao do fendtipo
maligno das células, uma vez que as células continuam a dividir e eventualmente acumulam
ainda mais alteragoes no DNA [19,31].

O gene supressor tumoral TP53 (17p13) codifica a proteina p53 que atua como fator
de transcricdo em inumeras fungdes anti-proliferativas e é ativado em resposta a varias
formas de stresse celular, incluindo irradiagao, hipoxia, danos genotéxicos causados por
drogas e ativagao de oncogenes [36]. A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear com
potencial para se ligar ao DNA, estando envolvida no reconhecimento de danos no DNA e

na prevencao da propagacao de alteragoes genéticas [18,37,48].
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O gene TP53 é o mais frequentemente mutado no CP, representando cerca de 90%
do CPPC e CPGC e 50% do CPNPC. Embora ocorra frequentemente perda de fungao da
p53, muitas vezes ha ganho de fungao, levando a maior agressividade do cancro. Sao
encontradas alteragoes maioritariamente em CPCE e lesoes pré-neoplasicas, ligadas ao
tabagismo [18,37].

O gene RBI (13ql4) codifica uma proteina que atua como regulador da transcrigao
de genes envolvidos na sintese de DNA e no controlo do ciclo celular [36].

A perda da proteina Rb ocorre em mais de 70% e 90% do CNEGC e CPPC,
respetivamente, e apenas em 10-15% do CPNPC [18,37]. Sao encontradas mutagoes no locus
INK4/ARF. Os alelos modificados de pl6™* presentes no CP perdem a capacidade de
bloquear a atividade da ciclina CDK4 e impedir a fosforilagio da Rb durante o ciclo celular.
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Figura 8 — Via da p53 (adaptado de [37]). A quantidade e atividade da p53 é maioritariamente regulada via Mdm?2
(mouse double minute 2). Em condi¢ées normais, a proteina p53 encontra-se em baixas concentrages e apresenta um
tempo de meia vida curto devido a degradagao mediada por ubiquitinagdo e protedlise. Este estado é mantido através da
interagdo com proteinas reguladoras, nomeadamente a Mdm2, que inibe a atividade transcripcional e medeia a degradagiao
da p53. Em condigbes de stresse celular verifica-se um aumento dos niveis da proteina p53 através da diminuigdo da sua
degradagdo proteolitica via Mdm2 e um aumento da afinidade de p53 para o DNA. O gene pl44RF (9p2l) é um gene
supressor de tumores que responde a estimulos oncogénicos (Ras, Myc, E2F|) e/ou a danos no DNA, e é responsavel pelo
sequestro de Mdm?2. A perda de expressao da proteina P14ARF ocorre com frequéncia no CPPC, CNPGC e alguns ADCs. A
ativagdo de p/4ARF induz a paragem do ciclo celular, apoptose, senescéncia, diferenciagdo e antiangiogénese. A amplificacao
de Mdm2 é rara no CP, 6% no CPNPC, embora a sobre-expressio seja frequente, 30% no CPNPC e CPPC. O gene ATM é
um dos genes implicados na reparagaio do DNA, contudo nido sdo conhecidas alteragdes no CP. Todas estas alteragoes
resultam da ativacdo da expressio de varios genes alvos, incluindo o p2/, resultado da paragem do ciclo celular nas
diferentes fases, BAX, Fas e DR5 (TRAIL-5, tumor necrosis factor — related apoptosis — inducing ligand), que resultam na ativagdo

de vias apoptoticas. Estes quatro fatores estio fortemente desregulados no CP [18-19,37].
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A inativacao da funcao da Rb, via desfosforilacao, em CPNPC, é obtida

6™** e/ou a sobre-expressio dos

essencialmente devido a perda da expressao da proteina pl
genes que codificam as ciclinas DI e E. O gene CDK4 esta raramente sobre-expresso e é
amplificado numa pequena percentagem de CPNPC. Em contraste, a sobre-expressao do
gene que codifica a ciclina DI e a perda de expressao da pl6 sao encontradas em 40-50% do
CPNPC. O gene que codifica a ciclina DI (CCDI) esta raramente amplificado no CP;
contudo, a sobre-expressao do gene que codifica a ciclina DI é observada em 35-50% do
CPNPC. A perda do alelo p26, no locus 9p21 (CDKN2A/CDKN2B), é muito frequente. A
sobre-expressao do gene que codifica a ciclina E é detetada em 30% do CPNPC [37,45]. No

geral, estes sao eventos precoces no CP, detetados em 30-50% do CPNPC, essencialmente

no CPCE [18].
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Figura 9 — Papel da via Rb na regulacdo do ciclo celular (adaptado de [37]). A proteina Rb na sua forma ativa, ou
seja, quando esta fosforilada, inibe a progressao do ciclo celular no ponto de restricdo GI-S. A regulagao do ciclo resulta da
interacgdo com varias proteinas, incluindo: ciclinas, que catalisam a inativagdo da Rb via desfosforilagdo; inibidores das cdk,
tais como a p2l, pl6 e p27 que inibem a fosforilagdo da Rb; e a familia dos fatores de transcrigdo E2F, que aumentam a

expressio de genes necessarios a entrada na fase S do ciclo celular.

A perda de uma cépia de genes supressores tumorais do bragco curto do
cromossoma 3 € um dos primeiros eventos mais frequentes encontrado em 96% do CP e
em 78% das lesoes pulmonares pré-neoplasicas. Os mais frequentes e reportados sao o
RARB (3p24), RASSFIA, TUSC2, e 2 membros da familia das semaforinas, SEMA3B e SEMA3F
(todos em 3p21.3) e FHIT (3p14.2) [18,36-37].

As proteinas FHIT, RASSFIA, TUSC2 e SEMA3B reduzem o crescimento celular
quando reintroduzidos em células de CP. A proteina FHIT tem sido evidenciada na indugao
da apoptose. A RASSFIA, além de poder induzir a apoptose, é capaz da estabilizagao dos
microtlbulos e alteragao da regulagao do ciclo celular. O efeito supressor de tumor do gene
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TUSC2 é capaz de inibir os RTC, bem como inibir a degradagao da p53, mediada por Mdm?2.
O gene SEMA3B codifica uma proteina responsavel pela diminuicao da proliferacao celular e
indugao da apoptose. A RARPB exerce a sua fungdo supressora limitando o crescimento e
diferenciagao celulares. A proteina SEMA3F pode inibir a vascularizagao agindo sobre o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). O gene VEGF codifica uma proteina que atua
especificamente nas células endoteliais de varias maneiras: na mediagio do aumento da
permeabilidade vascular, indugao da angiogénese, vasculogénese e do crescimento de células
endoteliais, promogao da migragao celular e inibicao da apoptose. A expressao aumentada
deste gene poderd, deste modo, ser um indicador de fraco prognostico [18].

O gene PTEN codifica uma fosfatase lipidica com atividade enzimatica cuja principal
funcao consiste na regulagio negativa da via PI3K. Mutagoes neste gene promovem a
ativagao constitutiva dos componentes da via PI3K, incluindo as cinases AKT e mTOR. No
CP, a perda de PTEN é observada em cerca de 30% do CPPC e em 50% dos CPNPC
[18,37,49].

O gene supressor tumoral STK/ [ (19p13.3) codifica uma proteina serina-treonina
cinase |1, facilitadora da apoptose e que regula a polaridade da célula, bem como a sua
diferenciagao, motilidade, metastizagao e metabolismo. Delegoes nesta regiao cromossomica
ocorrem em 30% do CP, tornando-o no terceiro gene mais mutado neste tipo de cancro. E
responsavel pela inibicio da via mTOR, via AMPK. E mais incidente em ADC, homens e

fumadores [18,37,64].
1.1.6.5. Imortalizacao celular e ativacao da telomerase

Os teldmeros sao sequéncias repetitivas localizadas nas extremidades dos
cromossomas dos eucariotas, constituidos por repeticoes TTAGGG. Estas estruturas sao
responsaveis pela estabilizagio do comprimento dos cromossomas, impedindo-os da fusao
topo-a-topo e da excisao de exonucleases. Os telomeros encurtam depois de cada divisao
celular, o que limita o tempo de vida de uma célula. O encurtamento continuado dos
telomeros limita a proliferagao celular e induz a apoptose ou senescéncia celular, ativando a
via p53. A telomerase, uma ribonucleoproteina, é a enzima responsavel pelo alongamento
dos telédmeros. Embora expressa na maioria dos cancros humanos, a telomerase é inativa em
células somaticas adultas. A reativagao da expressao da telomerase &, por isso, necessaria
para a proliferagao continua de células tumorais e essencial para a imortalizagao celular.
Embora silenciada em células normais, a telomerase € ativada em mais de 80% do CPNPC e

quase uniformemente no CPPC [18,37,49].
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|.1.7.Ferramentas moleculares utilizadas para a
caracterizacao do perfil genomico do Carcinoma
Pulmonar

Uma melhor compreensao dos mecanismos que controlam o crescimento, a invasao
e a dispersao do CP é extremamente importante e necessaria, bem como a investigagao de
alvos moleculares que permitam o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. O
reconhecimento das alteragoes genéticas nas lesdes malignas e potencialmente malignas do
parénquima pulmonar oferece a possibilidade de se desenvolver e melhorar a avaliagao do
risco, do diagnéstico e do prognostico.

As alteragoes no numero de copias de sequéncias cromossomicas especificas sao
frequentemente citadas como causa ou predisposicao para doengas ou sindromes humanas
[65]. Neste sentido, diferentes técnicas sao utilizadas para a detecio de alteragoes do
numero de copias de sequéncias cromossémicas, incluindo as técnicas de array Comparative
Genomic Hybridization (aCGH), Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e
Fluorescence in situ Hybridization (FISH).

Assim, o mapeamento das alteragoes genéticas em diagnostico do CP permitira a
avaliacio de um painel de biomarcadores, possibilitando a correlagio com o fenotipo

cancerigeno e o prognostico.

1.1.7.1. Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH)

A técnica de aCGH permite analisar, simultaneamente, alteragdes no numero de
copias em milhares de sequéncias-alvo do genoma e tem como base a técnica de hibridagao
comparativa do genoma (CGH) previamente descrita por Kallioniemi et al., em 1992 [66].
No aCGH, fragmentos de DNA genomico humano clonados a partir de bactérias (Bacterial
Artificial Chromosome-BAC) ou de Pl-derived Atrtificial Chromosomes (PAC), ou ainda
oligonucleotidos sintéticos e Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) tém localizagao
previamente conhecida nos cromossomas e, dessa forma, podem ser diretamente
relacionados com a informagao sobre a sequéncia do genoma humano disponivel em bases
de dados [67].

O aCGH, com a capacidade de analisar DNA de uma grande variedade de modelos
com elevada resolugao, tem revolucionado nao s6 o diagnéstico como também a
identificacdo das bases moleculares de varias doengas. Contudo, apresenta como limitagao
nao detetar alteragoes equilibradas nem variagoes de ploidia. Quaisquer alteragoes detetadas

por aCGH devem ser, preferencialmente, confirmadas por técnicas moleculares alternativas,
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tais como MLPA e FISH. A maior desvantagem ¢ ainda a necessidade de um investimento

avultado, principal obstaculo a sua generalizagao na rotina [67-69].

Com a crescente utilizagao da tecnologia de aCGH foram identificadas novas Copy
Number Variations (CNV’s), que consistem em alteragdes no numero de copias de segmentos
de DNA submicroscopicos. Estas podem ser causais dos fenotipos estudados ou
corresponderem a uma variagio normal no genoma humano. E, por isso, crucial tanto para
diagnostico como para investigacao ser capaz de distinguir entre CNV’s responsaveis por
patologia ou CNV’s benignas. A distincio destas depende do uso de bases de dados
adequadas que apontam dados precisos do gendtipo e descrigoes fenotipicas detalhadas de
diversas patologias. As bases de dados mais comunmente utilizadas sao a DECIPHER
(Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources), a
ECARUCA (European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome

Aberrations), o Ensemble e a ISCA (International Standards for Cytogenomic Arrays) [70].
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Figura 10 - Representacdao esquematica da técnica de array-CGH ((I) e (Il) adaptado de Sharkey et al., 2005
[71]; (IV) imagem cedida pelo Laboratério de Citogenética e Genémica - Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra (LCG-FMUC)). Esta metodologia consiste em 5 etapas: () marcagio do DNA genémico
com diferentes fluorocromos, Cyanine 3 (Cy3) e Cyanine 5 (Cy5), (ll) hibridagao na plataforma de microarray, (lll) leitura dos
sinais pelo scanner, (IV) processamento dos dados pelo software e andlise dos resultados. As intensidades de DNA em cada
sequéncia alvo sdo quantificadas. Desvios na intensidade relativa de fluorescéncia entre a amostra em estudo e a amostra
controlo permitem estimar ganhos ou perdas de segmentos cromossomicos, resultado do racio Cy5:Cy3 alterado. A
resolugdo do método é determinada pelo nimero e tamanho dos fragmentos usados na matriz e pela distincia que os

separa no genoma.
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1.1.7.2. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA)

Embora diferentes técnicas sejam utilizadas para a detecao de alteragées no niimero
de copias de sequéncias cromossomicas (aCGH, FISH, ensaios de Southern Blot ou de perda
de heterozigotia (LOH)), muitas destas técnicas nao sao capazes de detetar delegoes ou
duplicagdes num U(nico exao, apresentando-se como técnicas morosas, dificeis de
implementar como ensaios multiplex (FISH, LOH) ou requererem grandes quantidades de
DNA (Southern Blot) [65].

Em 2002, Schouten et al., demonstraram que a técnica de MLPA é suficientemente
sensivel, reprodutivel e especifica para detetar ganho ou perda de uma copia de um Unico
exao em amostras de DNA humano, recorrendo a pequenas quantidades de DNA (20 ng).
O MLPA é um método semi-quantitativo que permite avaliar até 48 loci diferentes. Em
comparagao com o aCGH e com o FISH, é mais rapido, econdmico e requer menos tempo
para preparar as amostras, obtendo-se os resultados em 24h, ap6s extracio de DNA. E uma
técnica robusta e pouco laboriosa, possibilitando o processamento de um grande numero de
amostras em simultaneo. Devido as suas vantagens de utilizagdo e reduzido custo, tem-se
tornado muito popular na investigagdo como ferramenta de diagnostico. As etapas
envolvidas na reagao de MLPA encontram-se descritas na figura || [65,72].

Os painéis de sondas comerciais para ensaios de MLPA estao disponiveis na empresa
MCR Holland. Esta empresa oferece painéis para mais de 250 aplicagoes diferentes, que
incluem detegao de mutagoes e de SNPs, andlise de metilagao do DNA, quantificagao
relativa de mRNA, caraterizagao cromossomica de linhas celulares e amostras de tecidos e
detecao de duplicagoes e dele¢oes de genes com predisposigao para o cancro humano [73].

No entanto, a técnica de MLPA relne algumas limitagoes: incapacidade de detetar
alteragoes de ploidia e mosaicismo de baixo grau e maior sensibilidade a contaminagoes e
inibidores de PCR, como fenois. Da mesma forma, as mutagoes pontuais ou SNP que se
encontram perto do local de ligagao da sonda de MLPA podem afetar a eficiéncia da ligagao
da sonda, levando a uma aparente redugao da altura relativa do pico e a falsos positivos

[72,74].
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Figura || — Descricdo geral das etapas envolvidas na reacdo de MLPA (adaptado de [65] e [73])

1.1.7.3. Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

A FISH é uma técnica de citogenética molecular utilizada para o estudo de anomalias

cromossomicas, através da detegao de regioes especificas de um cromossoma em metafase,

prometafase ou interfase. As etapas envolvidas na FISH estao apresentadas na figura |12. Esta

metodologia pode, por isso, ser aplicada em células que nao estao em divisao e, portanto,

nao € necessario a cultura celular, pois utilizam-se os nucleos em interfase. E uma técnica

muito direcionada e, por isso, € utilizada principalmente para confirmar a presenga de

alteragoes cromossomicas ja suspeitas e nao para realizar um screnning de todo o genoma.
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Nesta metodologia verificam-se nas células normais dois sinais fluorescentes para genes
autossomicos, os quais correspondem aos dois alelos normais. Nas situagoes onde ocorre
ganho de material genético verificam-se multiplos sinais, e se houver delecao observa-se
perda do sinal fluorescente.

Existem varios tipos de sondas que diferem segundo o seu tamanho, posicao e
objetivo. As sondas centroméricas sao sequéncias repetitivas de DNA e identificam
centromeros. As sondas de sequéncia Unica marcam especificamente um gene ou uma regiao
de um dado cromossoma e sao particularmente Uteis na identificagdo de alteragoes
estruturais desequilibradas. As sondas subteloméricas sao utilizadas na caraterizagao de
alteragoes envolvendo regices distais dos cromossomas. As sondas teloméricas sao
sequéncias de DNA repetitivas e permitem detetar a auséncia de telobmeros. As sondas de
pintura cromossomica consistem numa mistura de varias sondas de DNA obtidas a partir de
diferentes localizacoes de um determinado cromossoma, todas marcadas com o mesmo
fluorocromo com o qual se obtém uma pintura cromossomica. Sao particularmente uUteis na

identificacao de cromossomas marcadores ou alteragoes estruturais complexas [75,76].

DNA alvo

Sonda de DNA e DNA alvo

desnaturados e hibridizados

Fluorocromo

Sonda de DNA marcada

com fluorocromo

Observagdo ao microscopio de
fluorescéncia

Figura 12 - Esquema representativo do principio da técnica de FISH. A FISH compreende a desnaturagido da
sonda de DNA marcada com fluorescéncia e do DNA alvo, a hibridizagao especifica da sonda na sequéncia complementar

do DNA alvo e a visualizagdo ao microscépio dos sinais fluorescentes resultantes da hibridizagao.
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2. OBJETIVOS
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Caraterizagao do perfil genémico do carcinoma pulmonar

Objetivos

Este estudo teve como principal objetivo caraterizar o perfil ggnémico do CP por

técnicas de citogendmica e biologia molecular. Uma das principais aplicagoes destas

metodologias neste campo é a andlise de perdas e ganhos de genes envolvidos na

carcinogénese. Neste sentido, ao elucidar as bases genéticas envolvidas no CP e ao aferir a

sensibilidade das técnicas em uso, pretendeu-se contribuir para a realizagio futura de

diagnodsticos mais precoces e, consequentemente, possibilitar a escolha de um tratamento

mais adequado para cada doente de modo a colaborar para um prognéstico mais favoravel.

Uma vez que as alteragoes genéticas estao ainda pouco elucidadas no CP, pretende-se ainda

com a realizagao deste estudo estabelecer uma adequada relagao genotipo-fenétipo. Esta

relagao é importante para direcionar a comunidade cientifica e potenciar novos alvos para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Assim, foi proposito deste estudo:

Caraterizar o perfil gendmico do CP por aCGH e MLPA. Pretende-se estudar
biopsias tumorais e nao tumorais de adenocarcinomas e carcinomas
epidermoides, tendo como finalidade averiguar se ha diferencas entre o par
tecidular tumoral e nao tumoral de cada doente; quais as diferencas entre os
subtipos histolégicos abordados; quais as alteragdes carateristicas dos dois
subtipos histoldgicos, correlacionando com o grau de malignidade, severidade e
prognostico.

Estabelecer para cada subtipo histolégico e para cada estadio TNM as diferentes
alteragoes encontradas por aCGH e MLPA.

Validar, por MLPA, o painel SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer, da MCR-
Holland, para a detegao precoce deste carcinoma. Esta validagio podera
possibilitar um aperfeicoamento na selecao dos genes candidatos a progressao da
doenga auxiliando no diagnostico.

Comparar os resultados obtidos por aCGH e MLPA.

Fazer expansao de células em cultura, obtidas em estudos prévios em doentes
com CP, tendo como objetivo comparar o perfil gendmico do tecido tumoral
com o perfil gendmico da cultura, por MLPA. Esta comparagao servira para
validar estas culturas celulares como potenciais modelos para outros estudos.
Validar a titulo exploratério, por Touch-FISH, as técnicas de aCGH e MLPA. Uma
vez que estas técnicas nao detetam a presenga de mosaicismo, pretendeu-se
implementar uma estratégia direcionada em alguns casos representativos.
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7. Correlacionar, de forma exploratéria, o perfil genomico com dados sobre o perfil
metabondmico deste tipo de carcinomas. Neste sentido, a correlagio destes
perfis podera proporcionar novos inputs sobre o mecanismo de carcinogénese e,
por conseguinte, a identificagdo e utilizagao destes perfis gendmicos e

metabondmicos como potenciais biomarcadores de diagnodstico no futuro.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3. Materiais e Métodos

3.1. Populagdao em estudo

No total, foram incluidos neste estudo 44 biopsias do parénquima pulmonar, recolhidas,
com o consentimento informado, de doentes com diagnostico de CP, provenientes do
Centro Hospitalar da Universidade de Coimbra (CHUC). As bidpsias correspondem a 22
tecidos nao tumorais, contiguos ao tumor, e a 22 tecidos tumorais, relativos a 22 doentes.
As amostras foram colhidas em espelho. Em todos os doentes, o tecido pulmonar
parenquimal foi recuperado num prazo maximo de 30 minutos apos a cirurgia e
imediatamente congelado em azoto liquido e armazenado a -80°C, tendo como objetivo a
extracio de DNA. Cada uma das amostras armazenadas tinha cerca de 5 mm’. As bi6psias
utilizadas para a extragio de DNA foram analisadas previamente por 'H-RMN [77].

De todos os doentes foram recolhidos os seguintes dados: idade, sexo, habitos
tabagicos, estudo histopatologico, percentagem de células tumorais, estadio do tumor
utilizando a classificagao TNM e tratamento. Os dados considerados para cada doente estao

representados na tabela 4.

3.2. Extracao, quantificacdao e analise da integridade de DNA

Para a execugao das técnicas de aCGH e MLPA, foi extraido DNA a partir de
bidpsias de tecido tumoral e nao tumoral do parénquima pulmonar. Foi utilizado o High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche GmbH, Mannheim, Germany) de acordo com as
instrugoes do fabricante. Este kit de extragao compreende uma fase inicial de digestao do
tecido com tampao de lise e proteinase K, seguindo-se a extragao dos acidos nucleicos
através de um sistema de colunas, com subsequentes lavagens, sendo por ultimo eluido o
DNA em tampao de eluigao, obtendo-se o DNA puro.

Apods a extragao todas as amostras foram quantificadas e determinado o grau de
pureza utilizando um espectofotometro (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific,
Wilmington, USA). O grau de pureza ¢ avaliado através do quociente entre a absorvancia a
260 nm e 280 nm e entre a absorvancia a 260 nm e 230 nm. O DNA ¢é considerado puro
quando o quociente 260/280 é cerca de 1,8. Os valores para o quociente 260/230 devem

estar compreendidos entre 1,8 e 2,2 para o DNA puro.
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Tabela 4 — Carateristicas clinicas dos doentes incluidos no estudo.

Doente | Sexo | Idade | Fumador Estudo histopatolégico % célula.s Estadio Tratamento
tumorais
| a 49 Sim Adenocarcinoma 90% IB CIR
2 Q 71 Sim Adenocarcinoma s.i. IB CIR
3 ? 57 Sim Adenocarcinoma s.i. IB CIR
4 Q 55 Sim Adenocarcinoma s.i. IB CIR
5 a8 73 Sim Adenocarcinoma 40% IB CIR
6 3 72 Sim Adenocarcinoma s.i. 1A CIR
7 Q 77 Sim Adenocarcinoma 30% 1B CIR
8 3 59 Sim Adenocarcinoma 50% 1B CIR
9 d 68 Sim Adenocarcinoma 5% A CRR
10 3 60 Sim Adenocarcinoma 30% A CRR
I ) 68 Sim Carcinoma Epidermoide S.i. 1A CIR
12 3 72 Sim Carcinoma Epidermoide s.d. 1A CIR
13 ) 48 Sim Carcinoma Epidermoide S.i. IB CIR
14 3 64 Sim Carcinoma Epidermoide 10% 1B CIR
IS 3 58 Sim Carcinoma Epidermoide 80% IB CIR
16 3 63 Sim Carcinoma Epidermoide S.i. IB CIR
17 a8 73 Sim Carcinoma Epidermoide si. 1A CIR
18 3 64 Sim Carcinoma Epidermoide 50% 11B CRR
19 a8 69 Sim Carcinoma Epidermoide si. 1B CIR
20 3 64 Sim Carcinoma Epidermoide .. 1B CRR
21 a8 63 Sim Carcinoma Epidermoide si. A CIR
22 3 46 Sim Carcinoma Epidermoide .. A CRR

s.i. — sem informagao; CIR — Cirurgia

No que respeita a integridade das amostras, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose a 2,5% (p/v), corado com GreenSafe (Nzytech, Lisboa, Portugal). O marcador de
peso molecular utilizado foi o 50 bp DNA Step Ladder (Promega Corporation, Wisconsin,

USA). A eletroforese foi realizada a 100V, durante 120 min, e a imagem do gel captada com
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o Bio-Rad ChemiDoc XRS, utilizando o Quantity One Software v4.2 (Bio-Rad Hercules,
California, USA).

3.3. Analise por aCGH

A metodologia de aCGH foi realizada utilizando um microarray composto por 180
000 sondas de oligonucleoétidos que abrange sequéncias codificantes e nao codificantes de
todo o genoma. Para este formato de microarray (figura 13), Agilent Human Genome
microarray 4x180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), é necessaria uma quantidade de
DNA gendmico entre 0,5 a 1,5 pg para um volume final de 26 pL e, sempre que necessario
perfez-se o volume com agua Nuclease-free (Promega Corporation). Esta técnica foi realizada

de acordo com as instrugoes fornecidas pela Agilent (www.genomics.agilent.com/).

400K
K LY
TMillion
SO0K | | &K
400K
oK
L !|!_j_. [ | !-.“IIII.l ] [ !_:II.III_III' "I.L'-\,!.Ial-- B
Figura 13 - Exemplos de formatos Agilent Human Genome microarray (Agilent Technologies),

correspondendo a lamina de 180K ao formato utilizado neste estudo (adaptado de [78]).

Para o estudo de aCGH o DNA da amostra tumoral foi marcado com o fluorocromo
Cy5-dUTP, vermelho, e a amostra nao tumoral com Cy3-dUTP, verde (Agilent Technologies).
De seguida foi realizada a purificaggo do DNA gendmico marcado utilizando filtros
individuais Amicon 30 KDa (Millipore, Massachusetts, USA) e TE (pH 8,0) (Promega
Corporation), obtendo-se um volume final de 21 yL de DNA marcado apds a purificagao. O
grau de marcagao e a atividade especifica foram determinados recorrendo a um
espectrofotometro (NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific). A mistura de hibridizagao: Cot-
I DNA (Img/mL) (Gibco Invitrogen, California, USA), Agilent |0x Blocking Agent e Agilent 2x
Hi-RPM Buffer (Agilent Technologies), foi adicionada a cada tubo contendo o DNA do tecido
tumoral e nao tumoral, previamente marcados. A hibridizagao ocorreu a 65°C durante 24h,
num forno de hibridizacao (Agilent Technologies). Apos este tempo foram realizadas
lavagens com Agilent Oligo aCGH Wash Buffer | e 2 (Agilent Technologies), durante | min a
temperatura ambiente, seguido de 5 min a 37°C, respetivamente. Posteriormente, a lamina

de oligoarray foi digitalizada no Agilent Microarray Scanner System (Agilent Technologies) e os
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resultados processados com o software Feature Extraction vI0.7 (Agilent Technologies) e
analisados no Agilent Genomic Workbench v6.5, com a configuragao ADM2 como algoritmo de

alteracgao.

3.4. Analise por MLPA

A tecnologia de MLPA foi realizada conforme descrito em 2002, por Schouten [65].
Tendo por base a aplicagdo de uma técnica sensivel, fidvel e com custos comportaveis no
diagnostico precoce, e eventualmente de rotina, do CP, foi utilizado um painel de sondas
especifico para esta neoplasia, SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer (MCR-Holland,
Amsterdam, The Netherlands). Este painel contém 27 sondas para detegao do numero de
copias dos genes BCL2LI I, PIK3CA, EGFR, MET, FGFRI, PTEN, KRAS e ERBB2, com relevancia
clinica e/ou prognostico no CP. Para além disso, o painel tem nove sondas especificas para as
mutagoes pontuais PIK3CA E545K, PIK3CA H1047R, EGFR T790M, EGFR L858R, EGFR L861Q,
EGFR Del 2235-2249, BRAF V600E, KRAS GI12C e ERBB2 2322_2323ins|2. O painel possui
ainda |3 sondas de referéncia que detetam localizagdes autossomicas supostamente nao
alteradas neste tumor. Na figura 14 estdo representados todos os genes, por cromossoma,
para o painel de sondas estudado.

Para cada reacao de MLPA foram utilizados trés controlos de referéncia,
correspondentes aos tecidos nao tumorais dos doentes |, 9 e 19. Em cada reagao foi ainda
incluido um controlo positivo sample DNA SD0O10 (MCR-Holland), para as sondas especificas
de mutagao, e um controlo negativo, agua Nuclease-free (Promega Corporation), para excluir
possiveis contaminagoes nas reagoes.

Para cada reacao de MLPA foram utilizados 5 pL de DNA, com uma quantidade de cerca
de 100 ng e sempre que necessario foram realizadas diluicoes em agua Nuclease-free. O DNA
foi inicialmente desnaturado num termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems, Foster City,
USA) durante 10 min a 98°C. Apés a adi¢ao de 1,5 pL de sonda e I,5 pL do tampao (1,5
mmol/L KCI, 300 mmol/L Tris-HCI, pH 8,5, | mmol/L EDTA), a amostra foi desnaturada
durante | min a 95°C e as sondas permaneceram a hibridizar durante |5h a 60°C. A reagdo
de ligagdo ocorreu durante 15 min a 54°C apds a adigao de 32 pL da master mix da ligase. A
ligase foi, posteriormente, inativada através do calor, durante 5 min a 98°C. A reagao de
PCR foi realizada num volume de 50 pL contendo 10 pL do produto de ligagao, 30 pL da
mistura do tampao de PCR (4 pL do tampao de PCR e 26 pL de agua Nuclease-free) e 10 pL
da master mix da polimerase (2 puL SALSA PCR primers, 2 pyL do tampao de diluigao da enzima,

5,5 pL de agua Nuclease-free e 0,5 pL da polimerase). A reagao de PCR foi realizada durante
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Figura 14 — Representacido esquematica das posicGes cromossomicas das sondas para detecdo do nimero de cépias (a cinza), de mutacio (a verde) e de referéncia (a

roxo), utilizando o painel SALSA MLPA probemix X050-Al Lung Cancer.
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35 ciclos: 30 s de desnaturagio a 95°C, 30 s de emparelhamento a 60°C e | min de
extensdo a 72°C, com uma extensio final de 20 min a 72°C. Para a interpretagio dos
resultados, | pL do produto de PCR juntamente com 0,3 uL de Genescan™" 500 Rox™" size
standard (Applied Biosystem) e 9,1 pL de formamida desionizada (Applied Biosystem), depois
de desnaturados durante 2 min a 80°C, foram separados electroforeticamente num
sequenciador ABI PRISM TM 3130 (Applied Biosystems) e analisados através do software
GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems), que permite a identificagao e analise visual dos picos
referentes a cada amplificado. O cdlculo dos resultados foi feito recorrendo ao software
Coffalyser.net (MCR-Holland), que compara a quantidade relativa dos produtos de
amplificacdo da sonda do doente com uma amostra de DNA de referéncia, refletindo o
numero de copias alvo. Neste estudo, sempre que o valor para o nimero de copias for
inferior a 0,8 ¢ interpretado como perda e valores superiores a |,2 sao interpretados como

ganho.

3.5. Expansio de células em cultura

Células primarias em cultura de tecidos tumorais e nao tumorais do parénquima
pulmonar, obtidas em estudo prévio, em solugao de criopreservacao de Fetal Bovine Serum,
FBS (Gibco, USA), contendo 10% de Dimethyl Sulphoxide, DMSO (Sigma, USA), em azoto
liquido, foram descongeladas e transferidas para tubos de centrifuga contendo uma solugao
de Hanks’ Balanced Salt Solutions, HBSS (Gibco). Apos centrifugagao, as células foram
ressuspensas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium e F-12 Nutrient Mixture (Ham), DMEM-F|2
(Gibco), com 1% Penicilina e Estreptomicina (Gibco), 1% L-Glutamina (Gibco) e 5% FBS.

As caixas de cultura (25 cm’) foram mantidas numa incubadora (Binder CB150, USA) a
temperatura de 37°C e 5% de CO,. Apds a total confluéncia das células verificada ao
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100, USA), foram realizadas subculturas, de modo a
garantir a manutengao da expansao de células em cultura. Foram usadas as solugoes HBSS e
tripsina (0,05% EDTA, Gibco) de forma a permitir a desagregagao das células das caixas de
cultura. Avaliado o crescimento e confirmada uma nova confluéncia total das células em
cultura foram selecionadas as células para desbaste para eppendorf microcentrifuga, 2ml. Foi
adicionado Phosphate Buffered Saline, PBS (Gibco) as caixas de cultura e com um raspador foi
retirado o conteldo celular para eppendorfs, para extragao de DNA. As restantes células
foram congeladas em azoto liquido, permitindo assim a manutengao destas culturas para

eventuais estudos futuros.
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Todos os procedimentos descritos foram elaborados com assepsia em camara de fluxo

laminar (Steril Manufacturing Division, Italy).

3.6. Analise por Touch FISH

A técnica de Touch FISH foi efetuada em nulcleos em interfase obtidos a partir de
biopsias tumorais de doentes com CP. Esta metodologia foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Doria et al, em 2009, e Romeo et al., em 2003 [79,80]. Contudo,
foram introduzidas pequenas modificagoes ao procedimento inicialmente descrito.

De uma forma geral esta técnica engloba trés etapas principais: pré-hibridizacao,
hibridizacio e poés-hibridizacio. Resumidamente, o tecido tumoral (2-3 mm?®) foi friccionado
varias vezes em laminas silanizadas (VWR International, Leuven, Belgium). As laminas foram
submetidas a um tratamento de pré-hibridizagio numa solugao de metanol frio, sendo
depois fixadas em metanol : acido acético (3:1; v/v), 20 min cada. Posteriormente, as laminas
foram incubadas, a 37°C, numa solucdo 2x standard saline citrate (SSC), pH 7,4, durante 10
min, e, posteriormente sujeitas a uma solugao de formaldeido (39 mL PBS Ix, | mL
formaldeido 37%, 0,18 g MgCl,), durante 10 min. Apds lavagem em PBS, as laminas foram
submetidas a uma solugao de pepsina (49 mL agua MiliQ, 500 yL HCI IN, 0,075 g pepsina
em 500 pL de agua MiliQ) a 37°C, durante 5 min. Depois de lavadas em PBS, as laminas
foram secas ao ar. Subsequentemente, foram desidratadas numa série de solugdes de etanol
de concentragao crescente (70%, 96% e 100%), | min cada. Depois da aplicagao de 2 pL das
sondas selecionadas as laminas foram submetidas a um processo de co-desnaturagao durante
5 min a 75°C e, a hibridizacdo realizou-se numa camara himida a 37°C, durante a noite. As
lavagens de pos-hibridizagao realizaram-se em solugdes de 0,5x SSC, a 70°C durante 1,5 min,
e de 2x SSC com Tween, durante | min. Estas lavagens permitiram remover a solugao de
hibridizacao remanescente na preparagao e a sonda nao ligada, possibilitando assim, o
controlo da restringéncia, o que se traduz na remogao das ligagdes inespecificas entre a
sonda e o DNA alvo. As laminas foram de seguida prontas em meio de montagem Vectashield
com |,5 pg/mL DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (Vector Laboratories Inc, Burlingame,
California, USA).

Os sinais fluorescentes foram contados em 100 interfases utilizando um microscopio
fluorescente equipado com os filtros apropriados para os diferentes fluorocromos (Nikon
Eclipse E400, Melville, New York, USA) e acoplado ao sistema Cytovision (Applied Imaging
International Lda, Welzlar, Germany). Foram ainda capturadas imagens representativas dos

resultados obtidos. Os nucleos interfasicos foram escolhidos aleatoriamente, contudo,

45



Caraterizagao do perfil genémico do carcinoma pulmonar

apenas foram contabilizados os nlcleos nao sobrepostos e com a membrana nuclear intacta.
Apenas sinais fluorescentes com intensidade similar foram contabilizados.

Foi utilizado o LAVysion (Abbott Molecular Inc, Illinois, USA), que corresponde a um
conjunto multicolor de sondas, desenvolvido para a detegao do CP [81]. O LAVysion contém
sondas especificas para o locus 5pl15 (D5523/D55271), 7p12 (EGFR), 8q24 (MYC), e uma

sonda centromérica para o cromossoma 6 (CEP 6).

3.7. Analise Estatistica

A anidlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa informatico Statistical
Package for Social Sciences v20.0 (Chicago, lllinois, USA). Para caracterizar a amostra
recorreu-se a utilizagdo de medidas descritivas de dispersao e tendéncia central (média e
desvio padrao, variaveis quantitativas) e frequéncias absolutas e relativas (variaveis nominais).
Para identificar os genes capazes de diferenciar ADC e CPCE, através da técnica de MLPA,
foram utilizados os testes exatos de Fisher e qui-quadrado com recurso a simulagao de
Montecarlo, usando 10000 amostras. Foram considerados resultados estatisticamente

significativos aqueles com p de value inferior a 0,050.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4, Resultados e Discussao
4.1. Caraterizacao da amostra em estudo

Neste estudo foram analisadas biopsias de 22 doentes com diagnostico de CP. De
cada um dos doentes foi analisada uma biopsia de tecido tumoral e outra de tecido
aparentemente nao tumoral, contigua ao tumor. Da populagao em estudo, 81,8% (18/22) sao
individuos do sexo masculino e 18,2% (4/22) sao individuos do sexo feminino. A média de
idades e o desvio padrao dos doentes analisados é de 6319 anos, respetivamente, com faixa
etaria de 48-77 anos. Em todos os doentes, o parénquima circundante tinha caracteristicas
histologicas de "pulmao fumador”.

O diagnodstico definitivo e o estadiamento TNM foram previamente estabelecidos
pelo estudo histopatolégico: 45% (10/22) dos tumores epiteliais malignos foram classificados
em adenocarcinomas e 55% (12/22) em carcinomas epidermoides, de acordo com a
classificagao da OMS de 2004 [I5]. Dos 10 adenocarcinomas pulmonares foram avaliados
cinco doentes com estadio IB, um doente com estadio |IA, dois doentes com estadio IIB e
dois doentes com estadio IlIA. Relativamente aos tumores epidermoides do pulmao foram
estudados dois doentes com estadio |A, quatro doentes com estadio IB, um doente com
estadio IlA, trés doentes com estadio IIB e dois doentes com estadio IlIA. No total, 50%
(1'1/22) dos doentes caraterizados tém estadio |, 32% (7/22) tém estadio Il e 18% (4/12)
estadio Il

Foi fornecida a informagao sobre a percentagem de células neoplasicas em cada
biopsia. Esta percentagem foi estabelecida em 41% (9/22) dos doentes. Em 59% (13/22) dos
doentes nao havia qualquer informagao relativa a esta percentagem. Contudo, da informagao
disponibilizada, em apenas 18% (4/22) foi conseguida uma percentagem de células tumorais

igual ou superior a 50% (tabela 4).

4.2. Extracdao, quantificacio e avaliagio da integridade do

DNA das amostras

A extracao de DNA é um passo fundamental, uma vez que fornece o material para
todos os estudos a realizar posteriormente. A avaliagao de cada amostra relativamente a sua
concentragao e grau de pureza é essencial para a performance das reagoes posteriores. A
concentragao e a pureza de DNA foram determinadas por densidade otica em
espectrofotometro. Na tabela 5 estiao representados os valores referentes a concentragao
de DNA (ng/pL) e as absorvancias a 260/280 nm e 260/230 nm para o método de extragao

adotado, High Pure PCR Template Preparation Kit.
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Tabela 5 — Valores referentes a quantidade e qualidade de DNA extraido a partir de tecidos tumorais e ndo

tumorais de doentes com diagnéstico de CP, utilizando o High Pure PCR Template Preparation Kit.

Doente | Tecido [rI?g';lp?.] 260/280 nm | 260/230 nm | Doente | Tecido [rI?g';lpAl.] 26:::80 26:::30

N 196,6 1,88 2,37 12 N 45,3 1,76 2,16

1 T 130 1,86 2,28 T 105, 1 1,85 2,13
C 40,7 1,96 1,76

2 N 78,9 1,81 2,2 13 N 147 1,86 2,22
T 534,7 1,85 2,36 T 145,8 1,82 2,31

3 N 119,6 1,84 2,32 14 N 210,9 1,9 2,38
T 99,5 1,89 2,36 T 175,9 1,89 2,35
N 166,6 1,88 2,33 N 166,5 1,86 2,01

4 T 141,7 1,88 2,3 15 T 355 1,88 2,37
C 75 1,94 2,02 C 91,7 1,93 1,89

5 N 90,2 1,84 2,16 16 N 283,8 1,85 2,37
T 405,3 1,87 2,36 T 383,1 1,86 2,35

6 N 199,5 1,84 2,29 17 N 208,4 1,86 2,41
T 156 1,85 2,33 T 376,8 1,84 2,38
N 264,6 1,87 2,36 18 N 119,7 1,9 2,34

7 T 200,7 1,85 2,28 T 203,9 1,88 2,28
C 47,7 1,81 1,16

8 N 84,8 1,82 2,2 19 N 260,6 1,86 2,37
T 105,7 1,84 2,08 T 248,7 1,87 2,31
N 233,3 1,88 2,34 20 N 75,5 1,86 2,17

9 T 184,8 1,84 2,28 T 776,1 1,86 2,35
C 116,9 1,91 2,11

10 N 136,9 1,89 2,34 21 N 81,4 1,82 2,32
T 248,3 1,89 2,36 T 218,7 1,85 2,29

" N 103,7 1,81 2,17 22 N 187,3 1,85 2,2
T 237,3 1,84 2,3 T 263,6 1,86 2,37

N — Nao Tumoral; T — Tumoral; € — Tumoral, Cultura

E notéria uma diferenca nos valores de concentracio de DNA de tecidos tumorais e
nao tumorais extraidos relativamente a tecidos previamente estabelecidos em cultura
celular. A concentracao de DNA é mais baixa nestes Ultimos casos, excetuando o tecido nao
tumoral do doente 4 que apresenta uma concentragao relativamente baixa,
comparativamente aos outros tecidos. Relativamente a qualidade de DNA, podemos inferir
que, de uma forma geral, os valores obtidos para os racios 260/280 nm e 260/230 nm estao
dentro dos limites aceitaveis para o DNA puro. O DNA gendémico de boa qualidade deve
estar livre de contaminantes como hidratos de carbono, proteinas, solventes organicos e,
também deve estar intato, com o minimo de degradagao. Os valores inferiores a 1,8-2,2 para
o racio 260/230 nm, verificados nos tecidos tumorais em cultura dos doentes | e 7, poderao
indicar a presenca de contaminantes que absorvem a 230 nm, nomeadamente alcool,

guanidina, isotiocianato, e outros componentes celulares como hidratos de carbono.
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Ainda assim, no geral, os valores para a concentragao de DNA, bem como para o
grau de pureza sao aceitaveis, permitindo, deste modo, prosseguir com este material para
estudos moleculares de aCGH e MLPA.

A fim de avaliar a integridade de DNA e verificar a presenca de fragmentacao do
mesmo foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 2,5% (p/v). Esta avaliagao nao foi
feita para todas as amostras. Como casos representativos, e uma vez que todas as amostras
foram preparadas nas mesmas condic¢oes, foram analisadas as amostras relativas aos doentes
I, 4,7,9 e |5 uma vez que dos 22 casos em estudo, apenas estes cinco doentes apresentam
células em cultura. Para além dos referidos, foram ainda incluidos nesta avaliacao os doentes
12, 18 e 22. Pela andlise da figura |5 é possivel verificar a presenca de DNA integro, nao
fragmentado, uma vez que nao existe um arrastamento de DNA, indicativo da sua

degradagao.

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose a 2,5% (p/v) para os tecidos tumorais (T) e ndo tumorais (N) dos
doentes 1, 4,7, 9, 15, 18 e 22, bem como para os tecidos obtidos da cultura (C) dos doentes 1,4,7, 9 e 15,
todos extraidos pelo método High Pure PCR Template Preparation Kit.

A quantidade e qualidade de DNA sao também verificadas na técnica de MLPA. O
produto de MLPA origina para cada amostra um eletroferograma (figura 16). Na analise do
mesmo é possivel verificar determinados parametros que funcionam como controlo da
experiéncia. A quantidade de DNA da amostra é conferida nos quatro primeiros picos
(fragmentos com 64, 70, 76 e 82 nucledtidos — fragmentos Q) do eletroferograma,
observando-se picos de tamanho reduzido ou até invisiveis quando a presenca de DNA ¢é
suficiente para analise. A desnaturagao é observada nos trés picos seguintes relativos a
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fragmentos de DNA com 88, 92 e 96 nucledtidos (fragmentos D), ricos em ilhas CpG e
deste modo de dificil desnaturagao. O painel de sondas possui também fragmentos de DNA

que hibridizam com regices do cromossoma X e do cromossoma Y.
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Figura 16 — (A) Eletroferograma correspondente ao tecido ndo tumoral do doente 19 e (B) eletroferograma
correspondente ao tecido tumoral do doente 20, através da aplicacdo da técnica de MLPA utilizando o
painel de sondas SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer, recorrendo ao software GeneMapper. Cada pico

do eletroferograma corresponde a uma sonda do painel.

Assim, para os dois tecidos, nao tumoral e tumoral, representativos, verificamos que
existe amplificacao de todas as sondas, sem, se detetar falta de DNA, ou vestigios de

degradacao.
4.3. Resultados obtidos por aCGH

Para o estudo de aCGH o DNA das 22 amostras tumorais foi co-hibridizado com o
DNA das respetivas amostras nao tumorais. Assim, a analise de elevada resolugao de aCGH
utilizando microarrays de oligonucledtidos contendo 180 000 sondas de DNA, permitiu
observar varios niveis de ganho e perda de material genético, traduzidos em diferentes
logaritmos consoante o nivel de amplificacido e de delegao. Deste modo o aumento ou
diminuicdo do numero de copias estimado para as diferentes regides alteradas é muito
variavel.
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No total, foram encontradas 2343 alteragoes nos 22 casos analisados, sendo que 70%
(1651/2343) correspondem a ganho e 30% (692/2343) a perda de material genético.
Para os dois subtipos histologicos, ADC e CPCE, serao referidas as alteragoes

encontradas nos diferentes estadios TNM analisados.

4.3.1. aCGH em Adenocarcinomas

Nas |0 amostras de doentes classificados como adenocarcinomas foram identificadas
502 alteragoes, através da técnica de aCGH, sendo que 54% (272/502) correspondem a

ganho e 46% (230/502) a perda de informagao génica.
Estadio |

Os doentes |, 2, 3, 4 e 5, foram histologicamente classificados em ADC, estadio I1B
(T2NOMO). Este estadio € comum em tumores com mais de 3 cm de diametro (T2) e
auséncia de envolvimento ganglionar regional (NO) e de metastases a distancia (MO0), de
acordo com o sistema de estadiamento internacional para o CP [22-23] (tabela 2).

No presente estudo, este estadio acarreta o maior niumero de alteragoes em ADC:
473 alteragoes no total, a que correspondem 52% (244/473) de ganho e 48% (229/473) de
perda de material genético (ver figura 17).

Relativamente a amostra do doente | foram descobertas 463 alteragoes (235 ganhos
e 228 perdas). Este caso apresentou alteragdes em todos os cromossomas. Verificam-se
perdas de material genético em todos os cromossomas excepto no 22. S3o ainda
encontradas perdas de porgoes cromossomicas no brago curto dos cromossomas |, |7 e
|9, bem como perdas de material genético no brago longo dos cromossomas 4, 5, 7, 10, 13,
4, 15 e Y. Os cromossomas 2, 3, 6,8, 9, Il, 12, 13, 16, 18, 20, 21 e X apresentam perda de
segmentos cromossomicos nos bragos longo e curto. No que diz respeito a ganho de
material genético, os cromossomas 9, 14, 15 e 22 exibem amplificagao dos bragos longos.
Os cromossomas 13, 18, 21, X e Y nao indicam ganho genético e, nos restantes
cromossomas, verifica-se ganho em ambos os bragos, longo e curto. Os resultados obtidos
mostram uma provavel e elevada taxa de mosaicismo, traduzida na instabilidade genética
observada na figura 17. Ainda assim, as maiores alteragoes detetadas em termos de tamanho
sao encontradas em 4q, 6q, 13q, Xp e Xq, relativamente a perda de material genético, e
ganho em 17q, 19q e 22q.

A amostra do doente 2 nao apresenta nenhuma variagao no numero de copias em

nenhum cromossoma.
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Figura 17 — Representacdo das alteracoes identificadas por aCGH nas amostras dos doentes |, 2, 3, 4 e 5, diagnosticados com CP, histologia ADC, estadio IB. A azul (do lado direito de cada

cromossoma) estdo identificados os ganhos e a vermelho (do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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No que se refere a amostra do doente 3, verificam-se apenas duas alteragoes no
cromossoma |4. Este cromossoma exibe ganho no braco longo 14ql1.2-q21.2 (25,5 Mb) e
ganho aparentemente em mosaico para 14q22.1 (443 Kb).

Em relacao a amostra do doente 4, o cromossoma 3 apresenta ganho aparentemente
em mosaico no brago curto, 3p21.31-p21.2 (495 Kb). O cromossoma |6 demonstra ganho
para 16q22.1 (113 Kb). No cromossoma |9 verifica-se ganho com um numero variavel de
copias no braco curto, 19q22.1 (279 Kb), e também ganho no brago longo para 19q13.12,
19q13.2 e 19q13.42 (58 Kb, 98 Kb e 336 Kb, respectivamente).

A amostra do doente 5 apresenta uma Unica alteragao para Yql1.21-ql1.221 (4 Mb),

traduzido em perda de material genético.

Estadio Il

O doente 6 foi histologicamente classificados em ADC, estadio IIA (TINIMO), e os
doentes 7 e 8 em ADC, estadio IIB (T3NOMO), pela classificagao adoptada [22-23]. A
diferenca entre estes dois estadios deve-se ao facto de existirem diferencas no tamanho do
tumor, e no primeiro haver metastases nos ganglios (tabela 2).

Neste estadio foram detectadas 27 alteragoes, das quais 96% (26/27) correspondem a
ganho e 4% (1/27) a perda de material genético (ver figural8). Foram encontradas variagoes
no ndimero de copias apenas nos cromossomas |, 3, 8, 12 e 19, traduzidos em ganho e
perda no cromossoma 9.

A amostra do doente 6 apresenta, para o brago curto do cromossoma 3, um elevado
aumento do numero de copias na regiao cromossémica 3pl2.2-pll.l (11 Mb). O
cromossoma 9 demonstra delecao em mosaico para 9p22.3-p22.2 (1,2 Mb). No cromossoma
|2 verifica-se ganho em mosaico para 12q15-q21.1 (7 Mb).

No que se refere a amostra do doente 7, foram detectadas quatro alteragdes no
brago longo do cromossoma |9. Este cromossoma exibe assim ganho em mosaico para
[9p13.11 (204 Kb), 19q13.12 (77 Kb), 19q13.2 (44 Kb) e 19q13.42 (87 Kb).

Em relagao a amostra do doente 8, verifica-se para o cromossoma |, ganho em
mosaico de porgoes cromossomicas do brago longo. Estas seis alteragoes na regiao 1q32.1-
g44 tém tamanhos semelhantes, exceptuando os segmentos 1q32.1 e 1q44 com alteragoes
de tamanho 1,7 Mb e 2,9 Mb, respectivamente. O cromossoma 8 demonstra ganho de
material genético, evidenciado pelas sete alteragoes encontradas. Estas alteragoes
correspondem a situagoes de mosaicismo com alteragoes de tamanho relativamente

reduzido (= 40 Kb). Apenas o segmento 8q24.2| apresenta uma alteragao de 3,2 Mb.

55



Carater;za;io do perfil gendmico do carcinoma pulmonar

= .
= =
z =
S =
= = : 6
5 i 6
, x : |
= - = .
= = =
- - = [
=i = =
_. - = ;
= - = !
i u) ' [ bl
1 2 3 4 5 6 8 10 11 12
H =
L Ed : 7
EXR
H H Ea
ES H
1 L3 _ E E 1 [
=3 g = E ﬁ
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Figura 18 — Representacdo das alteracdes identificadas por aCGH nas amostras dos doentes 6, 7 e 8, diagnosticados com CP, histologia ADC, estadio IIA e IIB. A azul (do lado direito de cada

cromossoma) estao identificados os ganhos e a vermelho (do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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Estadio Il

As amostras dos doentes 9 e |10 foram histologicamente classificadas em ADC,
estadio IlIA (T3NIMO) (tabela 2). Sendo este um estadio mais avangado seria de esperar um
maior numero de alteragoes. Contudo, foram apenas encontradas duas alteragoes de
tamanho 1,8 Mb e 190 Kb, correspondentes a ganho genético (ver figura 19). Estas
alteragoes foram detectadas na amostra do doente 10, em 7pl 1.2, sendo estas alteragoes
correspondentes a um elevado aumento do numero de copias.

A amostra do doente 9 nao apresenta nenhuma variagdo no numero de copias em

nenhum cromossoma.

4.3.2. aCGH em Carcinomas Epidermoides

Nas |2 amostras de doentes classificados como carcinomas epidermdides foram
detetadas 1841 alteracoes, através da técnica de aCGH, sendo que 75% (1379/1841)

correspondem a ganho e 25% (462/1841) a perda de material genético.
Estadio |

As amostras dos doentes || e 12 foram macroscopicamente classificadas em CPCE,
estadio |IA (TINOMO), e as biopsias dos doentes 13, 14, I5 e 16 em CPCE, estadio IB
(T2NOMO), pela classificagao adoptada [22-23]. A diferenca entre estes dois estadios deve-se
ao facto de existirem diferencas no tamanho do tumor, de acordo com o sistema de
estadiamento internacional para o CP [22-23] (tabela 2).

Neste estadio | foram identificadas 584 alteragoes havendo, a excep¢ao de todos os
outros estadios estudados, predominio de perda de informagao génica, 59% (344/584),
relativamente a ganho de segmentos cromossomicos, 41% (240/584) (ver figura 20).

Apenas a amostra do doente |2 nao apresenta nenhuma variagio no numero de
copias em nenhum cromossoma. Os resultados apresentados a seguir correspondem as
alteragoes mais relevantes e significativas nas restantes cinco amostras, dos cinco doentes,
para este estadio.

A amostra do doente | | demonstra ganho para as regioes 3q, 5p, | lp, 11q, 14q, 19p,
199, 22q e Xp. Os bragos curto e longo do cromossoma Y siao as Unicas regides que

revelam perda de material para este doente.

57



Caraterizagao do perfil genémico do carcinoma pulmonar

=

~ TR0 R SR BN RRTET |

=g
=
=
=
=
-
I

I
e
=

1

1

I
b

1
H =

g = i
13 14 15

Figura 19 - Representacdo das alteracées identificadas por aCGH nas amostras dos doentes 9 e

genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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Relativamente a amostra do doente |3, verifica-se ganho em todo o brago ou em
praticamente todo o brago do cromossoma em 1q, 2p, 2q, 3q, 4q, 5p, 6q, 7p, 7q, 8q, 9q, | Ip,
I1q, 12p, 12q, 13q, 14q, 15q, 16q, 17q, I8p, 20q, 22q e Xgq. Em termos de perda as
alteragoes mais significativas foram encontradas em Yp e Yq. Ainda assim, foram encontradas
perdas, para este doente, nos cromossomas |, 4, 10, 14, 19, 21 e X.

Em relagao a amostra do doente 14, as regides 3q, 7q, 19p e 20p exibem ganho de
material genético. No entanto, em termos de perda, embora nao existam alteragoes de
tamanho comparavel com outras alteragoes detectadas neste estadio, os cromossomas 5, 6,
I'l, 16, 17 e X apresentam perda de por¢oes cromossdmicas neste doente.

No que diz respeito a amostra do doente |5, os segmentos 2p, 3q, 8q e 19q
encontram-se em ganho. Constata-se ainda que todos os cromossomas exibem perda para
este doente. Ainda assim as alteragdes mais relevantes estao localizadas em Ip, 2q, 3p, 3q,
4p, 4q, 5q, 6p, 6q, 8p, 9p, 10q, I Ip, Ilq, 12q, 13q, 14q, I5q, 16q, 17q, 18q, 19p, 19q, 2lq,
22q, Xp, Yp e Yq.

No que refere a amostra do doente |6, verifica-se ganho em 2q, 3q, 5p, 8q, 12p, 15q,
l6p, 17q,18q, 20p. As regioes dos cromossomas localizadas em 3p, 3q, 4p, 5q, 8p, 9p, | Ip,
I3q, 14q, 17p, Yp e Yq exibem perda.

Neste estadio, como verificado na figura 20, existem alteragoes significativas comuns
para os cromossomas 3, 5,7, 8, 12, 15 e Y. Os tecidos tumorais dos doentes |1, I3, 14, 15 e
|6 apresentam ganho em 3q, sendo estas alteragoes correspondentes a um elevado niumero
de copias. Estas alteragoes tém tamanhos compreendidos entre 54 a 104 Mb. Também os
cromossomas 5p e |2p se encontram em ganho em mosaico nas amostras dos doentes |1,
I3, 14 e 16. Apenas a biopsia do doente |4 demonstra alteragoes de tamanho mais reduzido
para estas regioes, quando comparadas com as alteragoes em todo o brago curto destes
dois cromossomas. O cromossoma 7 exibe ganho em elevado nimero de copias, em ambos
os bracos do cromossoma, nos tecidos tumorais dos doentes 13, 14, |15 e |6. Estas
alteracoes tém tamanhos diferentes, ainda assim, bastante consistentes nestes mesmos
doentes. Para este cromossoma apenas a amostra do doente |6 demonstra, no brago curto,
uma alteragao de tamanho inferior. Outra das alteragoes mais visiveis € encontrada em 8q

nas biopsias dos doentes 13, 14, |5 e |6.
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Figura 20 - Representacdo das alteracdes identificadas por aCGH nas amostras dos doentes 11, 12, 13, 14, 15 e 16, diagnosticados com CP, histologia CPCE, estadio IA e IB. A azul (do lado direito de

cada cromossoma) estdo identificados os ganhos e a vermelho (do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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Estas alteragoes para além de corresponderem a um elevado numero de copias, tém
tamanhos compreendidos entre 20 a 99 Mb. O cromossoma |5 apresenta também ganho
em mosaico de material genético nos tecidos tumorais dos doentes |1, 13, 15 e 16. As
alteragoes, em termos de perda, encontradas em Yp e Yq sao também elucidativas. Estas
alteracoes verificadas nas amostras dos doentes |1, 13, 15 e |6 tém tamanhos bastantes
similares (5 e 29 Mb, respetivamente).

Para além das alteragoes comuns descritas, este estadio exibe, na biopsia do doente
|3, inimeros ganhos de porgoes cromossomicas para todos os cromossomas, exceptuando
os cromossomas|0, 19, 21 e Y. Por outro lado, a perda de material génico evidenciado em
3p, 4p, 5q, 8p, 9p, | Ip, 13q, 149 e 17p, nas amostras dos doentes |5 e |6, contribui para o

elevado nimero de perdas génicas encontradas neste estadio.

Estadio Il

O doente |7 foi histologicamente classificado em CPCE, estadio IIA (TINIMO0), e os
doentes 18, 19 e 20 em CPCE, estadio |IB (T3NOMO), pela classificagao adoptada [22-23]
(tabela 2).

Este estadio acarta o maior nimero de alteragoes em CPCE: | 178 alteragoes, a que
correspondem 91% (1072/1178) de ganho e 9% (106/1178) de perda de material genético
(ver figura 21).

Foram encontradas alteragoes no doente |9 apenas nos cromossomas |7 e X. Este
doente apresenta, para o brago longo do cromossoma 17, um elevado aumento do niimero
de copias nas regioes cromossomicas 17ql2 (220 Kb) e 17q21.1 (107 Kb). O cromossoma X
demonstra ganho em mosaico para 17q24 (432 Kb).

Relativamente aos outros trés doentes, os resultados apresentados a seguir
correspondem as alteragdes mais relevantes e significativas neste estadio.

A amostra do doente |7 exibe ganho em Ip, 6p, 7p, 10p, 12q, 13q, 15q, I6p, 17q,
I9p, 19q, 20q e 22q. Esta amostra nao revela perda genética em nenhum dos cromossomas.

No que diz respeito a amostra do doente |8, os cromossomas Ip, |1q, 2p, 2q, 3q, 5p,
7q, 8q, 9q, Ilp, llq, 12p, l4q, 15q, 16p, 17q, 19p, 199, 20q e Xq demonstram ganho de
material genético. Nas regides 4p,5q, 8p, 9p, 18q, 20p, Yp e Yq verifica-se perda de
segmentos genéticos.

Em relagio a amostra do doente 20, verifica-se ganho em ambos os bragos dos
cromossomas |, 2,5,7,10, 12, 16, 17, 19 e 20, e ainda em 3q, 6p, 8q, | 1q e 22q. As regides

dos cromossomas localizadas em 3p, 8p, 15q, Yp e Yq exibem perda.
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Figura 21 — Representacio das alteracoes identificadas por aCGH nas amostras dos doentes 17, 18, 19 e 20, diagnosticados com CP, histologia CPCE, estadio IIA e IIB. A azul (do lado direito de cada

cromossoma) estdo identificados os ganhos e a vermelho (do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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Como verificado na figura 21, existem alteragdoes comuns reveladoras em todos os
cromossomas. Ainda assim para os cromossomas 4, 13 e 2| nao existem muitas alteragoes
concordantes nos doentes analisados. A perda de segmentos cromossomicos nao esta muito
evidenciada neste estadio. Contudo, esta perda é expressiva em 5q, 9p, 20p e Xp para o
doente 18, em 3p para o doente 20 e em 8p, I18p, Yp e Yq para os doentes 18 e 20. As
amostras dos doentes 17 e |9 nao revelam, como referido anteriormente, perda de
informagao genética. Em termos de ganho genético, nas amostras dos doentes 17, I8 e 20
foram encontradas inUmeras alteragoes correspondentes a um elevado niimero de copias,
situagoes de mosaicismo, diferentes tamanhos de alteragao, ganho de um brago
cromossomico completo e alteragoes pontuais dispersas por todo o cromossoma. As
regioes igualmente alteradas nestas trés amostras correspondem aos bragos curtos dos
cromossomas |, 6 e 16, aos bragos longos dos cromossomas 3, 8,9, 10, |1, 14, 15, 17,20 e

22, e a ambos os bragos, curto e longo, dos cromossomas 2, 7, 12 e |9.

Estadio 11l

Os doentes 21 e 22 foram histologicamente classificados em CPCE, estadio IlIA
(T3NIMO), pela classificagao adoptada [22-23] (tabela 2).

Neste estadio foram encontradas 79 alteragoes correspondentes a 15% (12/79) de
perda e a 85% (67/79) de ganho de material genético (ver figura 22). Os cromossomas 4, 6,
10, 13 e 2] nao se encontram alterados para nenhum dos dois doentes analisados.

No que se refere a amostra do doente 21, foram identificadas apenas trés alteragoes
nos cromossomas |, 14 e X. O cromossoma | demonstra ganho em mosaico em 1q21.2-
q21.3 (740 Kb), bem como em Xq28 (38 Kb). No cromossoma |4 verifica-se perda em
mosaico em |4ql 1.2 (574 Kb).

A amostra do doente 22 apresenta uma percentagem de ganho de material genético
bastante superior a percentagem de perda. Assim verifica-se ganho de ambos os bragos,
longo e curto, dos cromossomas 2, 7, 8, |1, 18, 19 e 20, ganho de todo o brago curto dos
cromossomas 5 e 12, e ganho de todo o brago longo dos cromossomas |, 3, 15, 17,22 e X.
Para os cromossomas 3, 7, 9, 12, 17 e X foram detetadas alteragoes correspondentes a um
elevado numero de copias. Relativamente a perda de segmentos cromossémicos, as
alteragoes mais significativas foram descobertas em Yp e Yq. Ainda assim, foram identificadas
perdas, nesta amostra, nos cromossomas 9, 14 e |6.

Neste estadio nao existem praticamente alteragdes comuns entre os diferentes casos

analisados.
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Figura 22 — Representacdo das alteragdes identificadas por aCGH nas amostras dos doentes 21 e 22 diagnosticados com CP, histologia CPCE, estadio IllA. A azul (do lado direito de cada cromossoma)

estdo identificados os ganhos e a vermelho (do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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4.3.3. Comparacao dos resultados obtidos por aCGH em

Adenocarcinomas e Carcinomas Epidermoides

As figuras 23 e 24 evidenciam todas as alteragoes encontradas em ADC e CPCE,
respetivamente, para os trés estadios investigados. Face a enorme quantidade de informagao
obtida com a utilizagdo de uma técnica de screenning de elevada resolu¢ao do genoma
humano, o grande desafio que se coloca € a andlise dessa informagao de forma eficaz e, a sua
utilizagao para o diagnodstico, prognostico e terapéutica.

Relativamente aos doentes identificados macroscopicamente como ADC verifica-se
que nos trés diferentes estadios analisados nao existe correspondéncia em termos de
alteragdes cromossomicas. Os resultados obtidos sao, assim, de dificil interpretagao. Na
literatura, existem estudos que mostram, em ADC, ganho em Iq, 7p e 17q, e perda de
material genético em 3p, 8p,9p, 13q, |7p e 18q [82].

A amostra correspondente ao doente | detém 92% (463/502) das alteragoes
verificadas em ADC, traduzidas em diferentes valores de ganho e perda de material genético.
Podera colocar-se a possibilidade de esta amostra, de estadio |, poder integrar outro estadio
TNM superior, dada a quantidade de alteragoes que possui, € que em nada se comparam
com as alteracoes verificadas noutros doentes com ADC analisados. O mesmo acontece
com a amostra do doente 9, de estadio lll, onde nao foi detetada qualquer alteragao. Ainda
assim, um elevado nimero de alteragoes podera nao estar diretamente relacionado com a
severidade do tumor, uma vez que estas alteragoes poderao nao englobar genes envolvidos
na carcinogénese pulmonar. Desta forma, a caracterizagio molecular podera ser uma
ferramenta valiosa na classificagio dos diferentes estadios TNM, auxiliando a anatomia
patoldgica.

No que diz respeito aos doentes classificados histologicamente como CPCE é
observada uma maior concordancia entre amostras em termos de ganho, quando comparada
com perda de segmentos cromossomicos. As regioes que indicam ganho e que poderao ter
potencial para diagnodstico estao localizadas em 3q, 5p, 7p, 7q, 8q, 12p, 12q, 15q, 17q, 19p,
199, 20p, 20q e 22q. Em termos de perda, as regices 3p, 4p, 5q, 8p, 9p, Xp, Yp e Yq
apresentaram elevada homologia. Nestas doze amostras é ainda possivel diferenciar os
diferentes estadios de acordo com as alteragoes verificadas. Ainda assim, e tal como
acontece nos ADC, para o estadio lll foi avaliado um nimero reduzido de doentes. Desta
forma, é dificil estabelecer um padrao de alteragoes genéticas em regides especificas que

poderao conter genes candidatos e vias moleculares envolvidas no CP.
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Figura 23 - Representacdo de todas as altera¢des identificadas por aCGH em ADC. A azul (do lado direito de cada cromossoma) estdo identificados os ganhos para o estadio |, estadio Il e estadio lll, e a vermelho

(do lado esquerdo de cada cromossoma) as perdas de material genético para o estadio |, estadio Il e estadio Ill. Em cima de cada cromossoma esta indicado o caso.
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E, deste modo, necessario o estudo de um maior nimero de doentes, nio sé para este
estadio, utilizando a técnica de aCGH, para que seja possivel identificar novas regioes
cromossomicas frequentemente alteradas neste carcinoma, melhorando a compreensao
deste tumor.

Pela analise das figuras 23 e 24 é notdria a diferenca entre ADC e CPCE, contendo
este Ultimo tipo de tumor um valor mais elevado de alteragoes, podendo traduzir-se num
prognostico mais desfavoravel e numa maior agressividade do tumor. Na literatura, estudos
em CPNPC, recorrendo a técnica de aCGH, tém reportado, na grande maioria, ganho em
Iq, 3q e 8q. Sao ainda consideradas relevantes as amplificagoes das regioes 5p, 7p, 7q, | lq,
I2p, 17q, 19q e 20q. Em termos de perda as regices mais citadas estao localizadas em 3p, 8p,
9p, 13q, 17p e 18q [83-86]. Estes resultados estao de acordo com os dados obtidos no
nosso estudo em CPCE, embora, como referido anteriormente, em ADC estas alteragoes
nao tenham sido significativas.

O aCGH permitiu nao so6 a identificacdo de alteracoes nas regioes descritas como
associadas ao CP, como também varias alteragoes dispersas pelo genoma humano que
eventualmente poderiao estar associadas a esta neoplasia. A utilizacdo desta técnica de
elevada resolugao permitiu ainda verificar a presenga de diferentes niveis de mosaicismo nas
biopsias analisadas. Face aos resultados obtidos podera haver contaminagao das amostras
tumorais com DNA nao tumoral, bem como presenca de diferentes niveis de alteragao para
a mesma regiao cromossomica, revelando a heterogeneidade intra-tumoral. Algumas regices
demostram expansao variavel no nimero de copias, ou seja, apesar de no geral as células
constituintes dessa amostra apresentarem alteragoes nessa regiao, algumas dessas células
terao maior nivel de ganho do que outras, isto €, apresentam um nUmero de copias
diferente para essa regiao, o que se traduz em diferentes logaritmos de alteragao.

Depois de analisado todo o genoma, segue-se uma breve discussao dos resultados
obtidos por aCGH apenas para algumas das regioes que se encontram estabelecidas na
literatura como fortemente associadas ao CP.

Foram avaliados pormenorizadamente 35 genes, ja reportados na literatura como
associados ao CP, e a sua localizagao gendmica, dos quais se identificaram, no nosso estudo,
I35 ganhos e 36 perdas (figura 25).

Os recetores EPH sao um grupo de recetores que sao ativados aquando da ligagao a
efrinas (EPH). Estes recetores, pertencente ao grupo de recetores tirosina cinase, sao
agrupados em EPHA e EPHB, de acordo com a homogeneidade da sequéncia e a sua

afinidade para diferentes ligandos. Alteragoes nestes recetores tém sido implicados no CP.
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Pensa-se que o recetor EPHB6 podera estar envolvido na ativagao da via de sinalizagao
MAPK, em ADC [87]. O ganho de segmentos cromossomicos, em CPNPC, parece ter um
papel importante na expressao aumentada de efrinas. O aumento do niumero de cépias dos
genes EPHA3 e EPHAS tém sido referidos em CPNPC [88]. Por outro lado, estes dois genes,
juntamente com EPHA7, EPHBI e EPHB6, sao encontrados mutados em ADC. No geral, 16%
de ADC tém mutagoes ou amplificagdes na via EPH, reconhecendo-se possivelmente as
efrinas como potencias protooncogenes envolvidos no CP [89]. No presente estudo, o gene
EPHA3 (3pll.l1) demonstra, em CPCE, perda em 16,7% dos casos analisados. No gene
EPHA5 (4ql3.1) foi detetada perda numa amostra de ADC. Para o gene EPHA7 (6qlé6.1),
observou-se ganho numa amostra de um doente com CPCE e perda numa amostra de um
doente com ADC. O gene EPHBI (3922.2) exibiu ganho em 33.3% das amostras com CPCE
e perda num caso com ADC e noutro com CPCE. O gene mais alterado nesta familia de
genes que codificam efrinas foi o EPHB6 (7q34), demonstrando ganho em 41.7% dos casos
com CPCE (figura 25).

A familia de recetores DDR (discoidin domain receptor) é composta por dois
elementos distintos, DDRI e DDR2. Existem estudos que sugerem que a ativagao de DDRI
e DDR2 com colagénio esta associada a ativacdo das vias PI3K/Akt e Ras/MAPK,
promovendo a migragao celular, proliferacio e sobrevivéncia [90-91]. Embora estas
alteragoes paregcam ser mais frequentes em CPPC, neste estudo foram avaliadas as
alteragoes no numero de cépias em amostras de CPNPC. Os genes DDR2 (1q23.3) e DDRI
(6p21.33) exibiram ganho em 33.3% de CPCE. Este ultimo gene encontra-se ainda em perda
numa amostra de CPCE. Para nenhum dos genes se verificam alteragoes em ADC, nos casos
analisados.

Dos dois genes selecionados no brago longo do cromossoma 2, foram observadas
alteragoes apenas em CPCE. O gene BCL2LI | (2ql3) encontra-se em ganho em 25% e o
gene ERBB4 (2q34) em apenas 8.3%. Para este ultimo gene, verifica-se perda em 16.7% dos
Ccasos.

O maior nimero de genes selecionados encontra-se no cromossoma 3. Os genes
RARB (3p24.2), RASSFIA (3p21.31), TUSC2 (3p21.31), SEMA3B (3p21.31), SEMA3F (3p21.31) e
FHIT (3pl14.2) demonstram, em CPCE, perda em 16,7%. Os quatro genes localizados em
3p21.31 revelam ainda ganho numa amostra com CPCE e em dois casos com ADC. Na
literatura, a perda de heterozigotia tem sido reportada em mais de 50% dos casos de
CPNPC e, tal como no CPPC, pensa-se que seja uma alteragio genética inicial no

desenvolvimento da neoplasia. A perda alélica em 3p21.31 tem sido relatada em todos os
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principais tipos de CP, e alteragoes em perda no nimero de copias para o gene FHIT tém
sido documentadas em mais de 40% dos CPNPC [82-84].

Os genes SOX2 (3926.33) e PIK3CA (3922.2) revelaram-se os genes mais alterados
neste estudo com 66.7% e 75% de ganho no CPCE. Neste subtipo histologico de CP a
amplificacdo do brago longo do cromossoma 3 tem sido reportada como a alteragao
genomica mais comum [83, 85, 92]. Esta amplificacao em 3q desempenhara um papel
fundamental na carcinogénese do CPCE, mas nao necessariamente em ADC. O ganho em 3q
representa, por isso, uma das diferengas mais marcantes entre os subtipos histologicos,
CPCE e ADC [93]. Embora a regiao 3q possa abrigar muitos outros potenciais genes alvo,
estes dois genes parecem apresentar ja valor promissor como biomarcadores em doentes
para selecionar farmacos especificos [94]. Contudo, parece pertinente a necessidade de mais
estudos direcionados para esta regiato em ADC, no sentido de averiguar a possivel menor
importancia destes genes na carcinogénese (figura 25).

Para o gene KIT (4q12) nao foi observada qualquer alteragao nas amostras analisadas.
Alteragoes neste gene parecem ser mais frequentes em CPPC [I8]. Deste modo, sera
pertinente a realizacao de estudos futuros relativamente ao nimero de alteragdes em que
este gene esta envolvido, em CPNPC.

Os genes EGFR (7p|1.2) e BRAF (7q34) apresentaram ganho numa Unica amostra com
ADC analisada. Para além destes dois genes, o gene MET (7q31.2) exibiu também ganho em
50% dos casos de CPCE analisados. No gene FGFRI (8pl1.23-p11.22) foi detetada perda
numa amostra com CPCE e encontrado ganho numa amostra com ADC e ganho em 41.7%
das amostras analisadas com CPCE. Estes quatro genes serao discutidos posteriormente
neste trabalho, uma vez que também foram analisados pela técnica de MLPA (capitulo 4.4).

O gene MYC (8q24.21) representa o oncogene descrito como o mais significativo
localizado em 8q e esta implicado na patogénese de diversos cancros humanos. Neste
estudo este gene apresenta uma taxa de ganho de 20% para ADC e 58.3% para CPCE.
Embora este gene nao englobe os genes descritos como fundamentais no desenvolvimento
do CP, a amplificagao de MYC no cancro da mama e no cancro da prostata tem sido
correlacionada com a progressao e recorréncia da doenga [95]. Para além disso, a regiao
8q24.21 parece estar associada a um prognostico desfavoravel no carcinoma de células
escamosas da cabeca e pescogo [96]. Contudo, e uma vez que este gene foi o terceiro mais
alterado em 35 genes selecionados para este estudo por aCGH, sera necessaria uma

avaliagao mais exaustiva de forma a esclarecer o seu papel no desenvolvimento do CP (figura

25).
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O gene CDKN2A (9p21.3) controla a via Rb que regula a transigao da fase G1/S e a via
da p53 que induz a paragem do crescimento ou apoptose em resposta a danos no DNA ou a
estimulos mitogénicos inapropriados [97]. A inativagio deste gene pode ocorrer por
mutagao, delecao homozigética ou metilagdo do promotor. A mutagao deste gene inativa
seletivamente a via Rb, enquanto que a delecio compromete ambas as vias, Rb e p53 [92].
As alteragoes em perda neste gene tém sido reportadas em 30-50% dos CPNPC, sendo
carateristicas de CPCE [18]. Neste estudo foram comprovadas estas alteracoes em 33.3%
dos casos, em apenas CPCE (figura 25).

Foi encontrada apenas um unico caso com CPCE e com alteragcao em perda no gene
PTEN (10923.31). Este gene sera também discutido mais a frente neste estudo, uma vez que
foi também avaliado por MLPA (capitulo 4.4).

Os trés genes localizados no cromossoma 12, KRAS (12pl2.1), CDK4 (12ql4.1) e
ERBB3 (12ql3.2), apresentam ganho em 50% dos CPCE, neste estudo. O gene ERBB3
encontra-se ainda em ganho numa amostra com ADC. Na literatura, o gene CDK4 esta
pouco amplificado em CPNPC [37]. Contudo, neste estudo apresenta uma percentagem de
ganho significativa. Por outro lado, embora seja citado em inUmeros estudos de CP, o gene
ERBB3 nao é englobado nos principais genes envolvidos na carcinogénese pulmonar. Neste
sentido, estas elevadas percentagens de ganho verificadas para estes dois Ultimos genes
poderao ser indicativas de que um maior numero de estudos deverao ser realizados, a fim
de elucidar os seus papéis nestes tumores.

O gene RBI (13q14.2) revelou, neste estudo, a mesma taxa de ganho e de perda,
16.7%, em amostras com CPCE. Embora ocorra perda de RB/ com maior frequéncia em
CPPC [37], nao parecem haver evidéncias neste gene capazes de distinguir ADC e CPCE,
uma vez que o numero de alteragoes detetadas em CPNPC é muito reduzido.

O oncogene AKTI (V-AKT murine thymoma viral oncogene) (14q32.33) codifica a
proteina AKT. Esta proteina serina-treonina cinase medeia a maioria dos sinais na via da
PI3K. A ativagao anormal de AKT contribui para a carcinogénese pulmonar e é detetada em
30-75% de CPNPC. A proteina AKT pode ser ativada através de mutagoes ativadoras nos
genes KRAS, PIK3CA ou AKT I, do aumento da expressao de PIK3CA, AKT| ou AKT2, ou perda
de PTEN [98]. Neste estudo, para o gene AKT| observa-se ganho em 25% e perda em 8.3%
das amostras com CPCE (figura 25).
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Adenocarcinoma (estadios IB, lIA, IIB E IllA, casos | a 10

Classificagdo histologica

Epidermoide (estadios IA, IB, IIA, IIB E llIA, casos || a 22)

Alteracoes — N° casos (%)

Perda

Ganho

Normal

4/12 (33.3%)

8/12 (66.7%)

2012 (16.7%)

1712 (8.3%)

9112 (75%)

3712 (25%)

9712 (75%)
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Figura 25 — Analise das alterac¢des de genes ja reportados na literatura como fortemente associadas ao CP. Dos 35 genes analisados foi encontrado um maior nimero de alteragdes em casos com CPCE. Em termos de ganho, os genes PIK3CA, SOX2,
MYC apresentam uma taxa de alteragao superior a 50%, no CPCE, enquanto que os genes EGFR, BRAF, MET, KRAS, CDK4, ERBB3 e ERBB2 encontram-se alterados em metade dos casos com CPCE. Apenas o gene CDKN2A demonstrou um valor significativo de perda

de material genético.
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O oncogene MAP2KI (15922.31) codifica a proteina MEK. Esta proteina serina-
treonina cinase esta envolvida na via de sinalizagao da RAS, promovendo, quando ativada,
apoptose e a proliferacao e diferenciagao celulares [97]. Pelo estudo de aCGH, o gene
MAP2K | exibiu ganho em 41.7% e perda em 8.3% dos casos com CPCE.

O gene TP53 (17pl3.1) esta descrito como o gene mais frequentemente mutado no
CP [18,37]. No entanto, pouco se sabe relativamente a variagdo do nimero de cépias deste
gene. Neste estudo foram encontrados apenas dois casos com alteragoes em perda para o
gene TP53 em CPCE. Embora pouco conclusivos, estes dados apoiam a literatura, dada a
maior frequéncia destas alteragoes em CPCE (figura 25).

O gene ERBB2 (17ql2) exibe ganho em 50% e perda em 8.3% dos casos com CPCE.
Este gene apresenta também ganho num caso com ADC. Mais a frente este gene sera
discutido com mais pormenor, uma vez que foi também avaliado por MLPA (capitulo 4.4).

O gene supressor tumoral STK/ | (19p13.3) é reportado como um dos mais mutados
no CP [18,37]. Embora as alteragoes em termos de nimero de copias nao estejam ainda
bem estabelecidas na literatura, para este gene e, neste estudo, verificou-se ganho num caso
com ADC e ganho em 25% e perda em 16.7% dos casos com CPCE. Dada a sua importancia
inibitoria da via mTOR, via MAPK, seria importante a realizacio de estudos adicionais
direcionados para esta regiao, tendo como finalidade uma melhor compreensio do papel
deste gene num eventual prognostico desfavoravel.

A proteina codificada pelo gene ERCCI (Excision Repair Cross-Complementing )
(19q13.32) permite a remogao de DNA danificado durante o processo de diferentes vias de
reparacao de DNA [99]. Através da andlise de aCGH, este gene demonstrou ganho em
41.7% e perda em 8.3% dos casos com CPCE. Para além disso, foi detetado também em

ganho num caso com ADC (figura 25).

4.4. Resultados obtidos por MLPA

Depois de avaliado todo o genoma, foi feita a validagao por MLPA de algumas das
regidoes mais relevantes na carcinogénese pulmonar. Nesta técnica, o aumento ou a
diminuicao da intensidade do sinal de sondas consecutivas € uma forte evidéncia de
duplicagdo ou delegao, respetivamente, e normalmente, os varios painéis de sondas sao
desenhados para detetar estas alteragoes mais comuns, validando os resultados numa unica
reacao. Contudo, quando se verificam ganhos e perdas que parecem afetar uma Unica sonda,

frequentemente num Unico exao, é necessario a validagio por um método alternativo [100].
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Neste estudo foi utilizado o painel de sondas especifico para CP, SALSA MLPA probemix
XO50-Al Lung cancer.

Uma das grandes limitagdes na andlise de amostras tumorais reside na sua
contaminagao com DNA aparentemente normal. Deste modo, as amostras tumorais
apresentam elevados niveis de mosaicismo, mesmo quando o DNA é cuidadosamente
isolado das amostras de tecido tumoral, podendo conter entre 20-50% de DNA normal.
Esta contaminagao com DNA normal reduz a amplitude da variagao do nimero de copias
especificas do tumor, dificultando a sua detegao por MLPA [100].

No presente estudo, para a andlise dos resultados de MLPA foram estabelecidos os
valores de cutoff para determinar se o nimero de copias de DNA é normal ou exibe ganho
ou perda. Os critérios para a alteragao foram definidos como perda se o racio ¢ inferior a
0,8 e ganho se o racio é maior ou igual a |,2. Na técnica de MLPA os resultados resultam da
comparagdo do numero de copias do gene em andlise com os controlos normais:
teoricamente um racio de | indica a presenca de dois alelos, 0,5 é indicativo da auséncia de
um dos alelos e 1,5 sugere que um alelo esta duplicado. No entanto, frequentemente os
racios utilizados em varios estudos sao 0,7 para perda e |,3 para ganho. Contudo, a presenga
de mosaicismo em amostras tumorais dificulta a interpretagao dos resultados obtidos, uma
vez que mascara a presencga de alteragoes genéticas menos expressivas no genoma. Assim,
os resultados referentes a alteracoes em amostras tumorais sofreram uma normalizacao,
adaptando deste modo os valores de cutoff para este tipo de amostras.

Outro aspeto importante para a realizacdo da técnica de MLPA é a selegao das
amostras controlo. Para esta técnica sio necessirios pelo menos trés controlos
representativos da populagao saudavel, sem qualquer alteragao nos genes em estudo. O
mesmo método de extragao e a similaridade dos tecidos na escolha dos controlos evita
variagoes e permite tirar elagoes mais fidedignas. Dos 22 tecidos nao tumorais, apenas trés
(tecidos nao tumorais dos doentes |, 9 e 19) foram selecionados e utilizados como
controlos em todas as reagoes de MLPA, uma vez que estes trés controlos se demonstraram
perfeitamente normais para todos os genes estudados. Os restantes candidatos a controlo
foram rejeitados por apresentarem alguma alteragao. Ainda assim, e uma vez que os 22
casos incluidos no estudo sao fumadores, seria importante a utilizagao de um grupo controlo
nao fumador e ainda, eventualmente, alargar este estudo de forma a incluir amostras de
individuos fumadores sem diagnostico de CP, para tentar identificar as alteragoes provocadas
pelo tabagismo. Porém, face a dificuldade na obtengao de amostras nao tumorais controlo,

foram apenas utilizados neste estudo amostras de doentes diagnosticados com CP.
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A figura 26 representa os resultados de MLPA, para o painel de sondas SALSA MLPA
probemix XO50-Al Lung cancer, obtidos para a amostra do doente 9. Esta figura constitui um
exemplo para o doente 9, de como foram interpretados os resultados de MLPA que estao
enumerados nas tabelas 6 e 7. Através da analise do eletroferograma correspondente ao
tecido tumoral verifica-se uma diminuicao dos picos relativos dos genes MET (exao ),
NRXNI, PKHDI e MYO5B, em relagao a amostra controlo, indicando perda de material
genético. Um aumento da altura dos picos ¢ indicativo de ganho génico (verificado apenas

nos genes LAT e FKBPS).
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Figura 26 — (A) Eletroferograma correspondente a amostra ndo tumoral do doente 9 e (B) eletroferograma
correspondente a amostra tumoral do doente 9, através da aplicacdo da técnica de MLPA utilizando o

painel de sondas SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer, recorrendo ao software GeneMapper.

Neste estudo, para o tecido tumoral verificaram-se, utilizando a técnica de MLPA,
289 alteragoes no numero de copias em diferentes genes. Destas alteragoes 65% (188/289)
correspondem a ganho e a 35% (101/289) a perda de material genético. O maior nimero de
ganhos esta localizado em 3q, 7p, 8p e 19p e, a maioria das perdas esta situada em 10q e

12p.
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No painel disponibilizado todas as sondas se encontram alteradas no numero de
copias em pelo menos um doente. Deste modo, foram também incluidas no estudo as 13
sondas de referéncia disponibilizadas, uma vez que foram detetadas 84 alteragoes (29% do
total) nestas sondas. Embora estas |3 sondas detetem localizagdes autossomicas
possivelmente nao alteradas nesta neoplasia, verificamos que apresentam taxas de alteragao

elevadas, em alguns casos superiores a 90%.

4.4.1. MLPA em Adenocarcinomas

Nas 10 amostras de doentes classificados como ADC foram identificadas 77
alteragoes, através da técnica de MLPA, sendo que 66% (51/77) correspondem a ganho e
34% (26/77) a perda de informagao génica. Na tabela 6 estio descritas todas as alteragoes
encontradas em ADC.

A alteracdo mais consistente descoberta neste subtipo histologico é referente a
amostra do doente 10, exibindo esta ganho, correspondente a um elevado niumero de
copias, para todos os exoes estudados do gene EGFR. Também neste gene, apenas o exao 21
se revelou o mais alterado demonstrando ganho em 40% e perda em 20% dos casos
analisados. Relativamente ao gene MET, a amostra do doente 2 parece estar alterada em
perda, embora tenha também sido detetado numa outra amostra ganho no exao || (caso 8)
e, noutro, perda no exao | (caso 9). Para as amostras dos doentes | e 8, observou-se ganho
de material genético no gene FGFRI. O gene PTEN revelou ganho no doente 8 e perda no
exao 6 e 9 nos doentes | e 2, respetivamente. Para o gene KRAS é evidenciado ganho e
perda de material genético em diferentes doentes. Deste modo, verifica-se ganho na amostra
do doente 8 e perda na amostra do doente 2. O exao 6 do gene KRAS apresenta a maior
taxa de alteragao, revelando perda em 40% e ganho em 50% dos casos. No que diz respeito
ao gene ERBB2, foram observados ganhos nos dois exdes estudados em trés casos, embora
nas amostra dos doentes 4 e 5 seja também visivel ganho nos exdes 28 e 22,
respectivamente (tabela 6).

No que se refere as sondas de referéncia, as alteragées com maior relevo foram
identificadas no gene FKBP8, importante na regulagao da apoptose. Este gene encontrou-se
em ganho em 90% dos casos, isto €, apenas um doente nao apresentou alteragao. O gene
LAT revelou ganho em trés casos. Para além disso, nos genes NRXN/I, PKHDI| e MYO5B
foram observadas duas alteragoes em perda em 20%, e nos genes MYBPC3 e PPIL2 ganho
também em 20% dos casos. Os genes EDAR, SETX, MYBPC3 e NPC2 nao se encontraram
alterados em nenhum doente (tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados obtidos para as 10 amostras dos doentes com ADC, referentes as alteracoes presentes no tecido tumoral, utilizando o painel de sondas SALSA MLPA probemix

X050-Al Lung cancer. A azul esti representado ganho e a vermelho perda de material genético. As sondas a roxo correspondem as sondas de referéncia do painel. As Gltimas nove sondas, representadas na tabela, correspondem as sondas de

mutagao. — — - - -
Estadios (IB, IIA, IIB e I1IA) - Adenocarcinoma (casos | a 10) B A B Nuamero de alteracgdes (%)
Gene, Exdo Posicdo Cromossémica | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Normal Ganho Perda Mutacio

BCL2LI1I, ex 2b 10/10 (100%)

BCL2LIT, intr 2 T0/10 (100%)

BCL2LI I, intr 2 2ql3 10/10 (100%)

BCL2LIT, intr 2 H | | 8/10 (80%) 1710 (10%) | 1/10 (10%)
BCL2LII, ex7 10/10 (100%)

PIK3CA, ex 2 10/10 (100%)

PIK3CA, ex 7 3q26.32 8/10 (80%) 2/10 (20%)
PIK3CA, ex |9 9/10 (90%) 1/10 (10%)
EGFR, ex 2 9/10 (90%) 1710 (10%)

EGFR, ex 4 9/10 (90%) | 1/10 (10%)

EGFR, ex 14 7pll.2 9/10 (90%) | 1/10 (10%)

EGFR, ex 21 Wild type 4/10 (40%) | 4/10 (40%) | 2/10 (20%)
EGFR, ex 27 9/10 (90%) | 1710 (10%)

'MET, ex | 8/10 (80%) 2/10 (20%)
MET, ex || 7q31.2 8/10 (80%) 1110 (10%) | 1/10 (10%)
MET, ex |7 10/10 (100%)

FGFRI, ex |3 apl 1.23 8/10 (80%) | 2/10 (20%)

FGFRI, ex 9 8/10 (80%) | 2/10 (20%)

FGFRI, ex 4 8pll1.22 9/10 (90%) | 1/10 (10%)

PTEN, ex | 9/10 (90%) 1710 (10%)

PTEN, ex 6 10q23.31 8/10 (80%) 1710 (10%) 1/10 (10%)
PTEN, ex 9 8/10 (80%) | /10 (10%) | 1/10 (10%)
KRAS, ex 6 1/10 (10%) 5/10 (50%) | 4/10 (40%)
KRAS, ex 4 12pl2.1 6/10 (60%) | 2/10 (20%) | 2/10 (20%)
KRAS, ex 2 7/10 (70%) 1710 (10%) 2/10 (20%)
ERBBZ, ex 22 17a12 6/10 (60%) | 4/10 (40%)

ERBB2, ex 28 q 6/10 (60%) | 4/10 (40%)

MPVI7 2p23.3 9/10 (90%) 1710 (10%)

NRXNI 2p16.3 8110 (30%) 2710 (20%)
EDAR 2ql2.3 10/10 (100%)

PKHDI 6pl2.2 8110 (30%) 2710 (20%)
SETX 9q34.13 10/10 (100%)

ZNF25 TOpIT.1 8/10 (80%) | 2/10 (20%)

MYBPC3 Iipll.2 10/10 (100%)

NPC2 14q24.3 TO/10 (100%)

LAT T6pil.2 7/10 (70%) | 3/10 (30%)

MYO5B 18q21.1 8110 (30%) 2710 (20%)
FKBP8 T9pI3.11 1710 (10%) | 9710 (90%)

KCNJ6 21q22.13 9710 (90%) 1710 (10%)
PPIL2 22q11.21 8/10 (80%) | 2/10 (20%)

PIK3CA, ex 10 (MUT) 3q26.32 10/10 (100%)

PIK3CA, ex 21 (MUT) 10/10 (100%)

EGFR, ex 21 E746 (MUT) 10/10 (100%)

EGFR, ex 20 T790M (MUT) Tpi1.2 10/10 (100%)

EGFR, ex 21 L861Q (MUT) : 10/10 (100%)

EGFR, ex 2| L858R (MUT) 10/10 (100%)

BRAF, ex |5 (MUT) 7934 T0/10 (100%)

KRAS, ex 2 G12C (MUT) 12pi2.1 10/10 (100%)

ERBB2, ex 24 (MUT) 17q12 T0/10 (100%)
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No presente estudo, em ADC nao foram identificadas mutagoes nos genes avaliados

(tabela 6).
4.4.2. MLPA em Carcinomas Epidermoides

Nos 12 casos selecionados com CPCE foram encontradas 212 alteragoes, através da
técnica de MLPA, sendo que 65% (137/212) correspondem a ganho e 35% (75/212) a perda
de informagao genética. Na tabela 7 estao enumeradas todas as alteragdes encontradas em
CPCE.

As trés diferentes regioes analisadas no intrao 2 do gene BCL2L/ | apresentaram o
maior numero de alteragdes para este gene, traduzidas em diferentes taxas de alteragao de
ganho e perda. Estas taxas de alteragao compreendem valores entre 8.3% e 33.3% dos casos
analisados. O gene mais alterado no CPCE, em termos de ganho, foi o PIK3CA, revelando
aumento no numero de cépias em todos os exdes em cinco das amostras estudadas. Sao
observadas para este gene taxas de alteragao de 50% para o exao 2 e 58.3% para os exoes 7
e |9. Relativamente ao gene EGFR, a amostra do doente 13 e do doente |5 demonstraram
ganho em todos os exoes, embora neste Ultimo o exao 21| esteja em perda. Tal como em
ADC, o exao 21 voltou a ser o exao mais alterado com 41.7% de ganho e 33.3% de perda
dos casos. Este gene exibe ainda ganho e perda em dois exoes nos doentes 20, 2| e 22, e |8,
respetivamente. Para o gene MET, observa-se perda no doente |6 e ganho no doente 20 e
22. Ainda assim, neste ultimo o exao |7 encontra-se inalterado. As amostras dos doentes
12, 13, 14 e I5 evidenciaram ganho num unico exao, e as amostras 19 e 2| perda também
num so6 exao. No que diz respeito ao gene FGFR/, verificaram-se taxas de alteragao elevadas,
com 5 casos em ganho em todos os exdes e, na amostra 2|1 com um exao sem alteragao. Ao
contrario do constatado em ADC, o gene PTEN revelou ganho em trés amostras e perda em
cinco, embora dois destes cincos casos estejam alterados apenas nos exoes 6 e 9. No gene
KRAS foi detetada, nos exoes 4 e 6, perda em dois casos e ganho em trés. Nas amostras dos
doentes |5 e 20 foram encontrados todos os exdes deste gene alterados em perda e ganho,
respetivamente. O gene ERBB2 demonstrou ganho em quatro casos.

Como verificado em ADC, FKBP8 voltou a destacar-se com uma taxa de alteragao
em ganho de 91.7% dos casos analisados. Por outro lado, no CPCE todos os genes de
referéncia se encontram alterados em pelo menos um doente. Os genes MPV|7 e PPIL2, e,
NRXNI e PKHDI apresentaram ganho e perda, respetivamente, em 41.7% dos casos. Os
genes EDAR e MYBPC3, e ZNF25 revelam ganho e perda em 16.7%, respetivamente. No que
diz respeito aos genes KCNJ6 e MYO5B sao detetadas alteragoes em perda em 33.3% dos
Casos.
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Tabela 7 — Resultados obtidos para as 12 amostras dos doentes com CPCE, referentes as altera¢ées presentes no tecido tumoral, utilizando o painel de sondas SALSA MLPA probemix

X050-Al Lung cancer. A azul esta representado ganho, a vermelho perda e a mutagdo. As sondas a roxo correspondem as sondas de referéncia do painel. As tltimas nove sondas, representadas na tabela, correspondem as sondas de mutagéo.
Estadios (IA, IB, IIA, 1B o 1A) - Epiderméide (casos 11 a22) A B A A Alteragoes - N° casos (%)
Gene, Exdo Posicdo Cromossomica | 11 12131 14]15] 16 17 18119 20 ] 21 | 22 Normal Ganho Perda Mutacio

BCL2LIT, ex 2b 912 (75%) 212 (16.7%) | 112 (8.3%)

BCL2LI 1, intr 2 8/12 (66.7%) 3112 (25%) 1112 (8.3%)

BCL2LI 1, intr 2 2q13 9112 (75%) 212 (167%) | 1112 (8.3%)

BCL2LI 1, intr 2 512 (41.7%) | 4112 (333%) | 3/12 (25%)

BCL2LI1, ex 7 1012 (833%) | 1112 (8.3%) 1112 (8.3%)

PIK3CA, ex 2 5112 (41.7%) 6/12 (50%) 1112 (8.3%)

PIK3CA, ex 7 3q26.32 4112 (333%) | 7/12 (583%) | 1/12 (8.3%)

PIK3CA, ex 19 512 (41.7%) | 7/12 (58.3%)

EGFR, ex 2 8112 (66.7%) | 2112 (16.7%) | 2112 (16.7%)

EGFR, ex 4 912 (75%) 3112 (25%)

EGFR, ex |4 7pll12 9/12 (75%) 3/12 (25%)

EGFR, ex 21 Wild type 3/12 (25%) 512 (41.7%) | 4/12 (33.3%)

EGFR, ex 27 7/12 (58.3%) 5/12 (41.7%)

MET, ex | 7/12 (58.3%) 3/12 (25%) | 2/12 (16.7%)

MET, ex || 79312 6/12 (50%) 4112 (333%) | 2012 (16.7%)

MET, ex |7 8/12 (66.7%) | 2012 (167%) | 2112 (16.7%)

FGFRI, ex 13 8p1123 % 4012 (33.3%) | 7112 (583%) | 112 (8.3%)

FGFRI, ex 9 5/12 (41.7%) 6/12 (50%) 1712 (8.3%)

FGFRI, ex 4 8pl1.22 6112 (50%) 5712 (41.7%) | /12 (8.3%)

PTEN, ex | 6112 (50%) 2012 (16.7%) | 4112 (33.3%)

PTEN, ex 6 10q23.31 412 333%) | 212 (167%) | 6/12 (50%)

PTEN, ex 9 3/12 (25%) 2/12 (16.7%) 7/12 (58.3%)

KRAS, ex 6 a2 (333%) | 4l12 (33.3%) | 4l12 (33.3%)

KRAS, ex 4 12pl2.1 4/12 (33.3%) 4/12 (33.3%) 4/12 (33.3%)

KRAS, ex 2 9/12 (75%) 1/12 (8.3%) 2/12 (16.7%)

ERBB2, ex 22 17q12 7112 (58.3%) 5/12 (41.7%)

ERBB2, ex 28 8/12 (66.7%) 4/12 (33.3%)

MPVI7 2p23.3 7112 (58.3%) | 5/12 (41.7%)

NRXNI 29163 7112 (58.3%) 5712 (41.7%)

EDAR 2q12.3 10/12 (83.3%) | 2/12 (16.7%)

PKHDI 6pl22 6112 (50%) 1712 (83%) | S/12 (41.7%)

SETX 9q34.13 11/12 (91.7%) 1/12 (8.3%)

ZNF25 TOpIT.1 9112 (75%) 112 (83%) | 2112 (16.7%)

MYBPC3 Ipll.2 10/12 (83.3%) 2/12 (16.7%)

NPC2 [4q24.3 8112 (66.7%) 3112 (25%) 1712 (8.3%)

LAT l6pll.2 4/12 (33.3%) 6/12 (50%) 2/12 (16.7%)

MYO5B T8q2I.1 8112 (66.7%) 4112 (33.3%)

FKBP8 T9pI3.11 1112 83%) | 1112 O1.7%)

KCNJ6 21q22.13 8/12 (66.7%) 4/12 (33.3%)

PPIL2 22q11.21 7112 (58.3%) | 5/12 (41.7%)

PIK3CA, ex 10 (MUT) 32632 10/12 (83.3%) 2012 (16.7%)

PIK3CA, ex 21 (MUT) 912 (75%) 3112 (25%)

EGFR, ex 21 E746 (MUT) 12/12 (100%)

EGFR, ex 20 T790M (MUT) 70112 12712 (100%)

EGFR, ex 2| L861Q (MUT) 12/12 (100%)

EGFR, ex 21 L858R (MUT) 12/12 (100%)

BRAF, ex 15 (MUT) 7934 12712 (100%)

KRAS, ex 2 GI12C (MUT) 12pI2.1 12/12 (100%)

ERBB2, ex 24 (MUT) 17q12 12/12 (100%)
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O gene LAT exibiu ganho em seis casos e perda em dois. O gene NPC2 apresenta
alteragoes em perda em 25% dos casos. No que se refere a mutagoes, apenas no gene

PIK3CA foram observadas mutagoes: duas no exao |10 e trés no exao 21.

4.4.3. Comparacao dos resultados obtidos por MLPA em

Adenocarcinomas e Carcinomas Epidermoides

A figura 27 mostra todas as alteragoes encontradas em ADC e CPCE,

respetivamente, para os trés estadios investigados.

Epiderméide Adenocarcinoma Epiderméide Adenocarcinoma
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Figura 27 — Altera¢c6es encontradas no nimero de cépias em todos os genes analisados por MLPA, em ADC

e CPCE. O azul corresponde a ganho, o vermelho a perda e o verde a mutagdo. O grafico do lado direito evidencia

também a frequéncia das alteragdes para cada um dos genes avaliados em ADC e CPCE.
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Estudos anteriores tém demonstrado que o dominio BH3 da proteina BCL2 ¢
necessario para a indugao da apoptose em tumores provenientes da desregulagao de RTC. A
delegao polimorfica de segmentos intrénicos do gene BCL2L1 | (2ql3) parece estar associada
a uma resposta inferior dos inibidores do EGFR, em CPNPC. Esta delecao de 2,9 Kb no
intrao 2 altera o padrao de splicing, comprometendo a transcrigao de exoes que codificam o
dominio BH3. Esta delegao foi encontrada em aproximadamente 2% de individuos saudaveis
do leste asiatico, estando ausente na populagao africana e europeia [101-102]. Neste estudo,
o gene BCL2LI| encontra-se praticamente inalterado em ADC. No entanto, em CPCE
apresenta uma taxa de alteragao em ganho no numero de coépias superior a taxa de
alteragao em perda, sem com isso, demonstrar valores elevados de alteragao. Deste modo, a
detecao de delegao no gene BCL2LI I, que confere resisténcia aos inibidores do EGFR, em
doentes com CPNPC, podera ter aplicabilidade diagnéstica e terapéutica.

Os resultados deste estudo mostraram que o ganho do gene PIK3CA (3q26.32)
ocorre com frequéncia no CP, embora os diferentes subtipos histologicos difiram no nivel de
ganho. Estes resultados, tal como outros estudos encontrados na literatura [103-105],
apoiam por isso a hipotese de que o aumento do numero de copias de PIK3CA é mais
frequente em CPCE do que em ADC, e que, por isso, CPCE e ADC podem ter mecanismos
diferentes de carcinogénese. A taxa de ganho neste gene variou entre 50% e 58.3% no
CPCE. No entanto, os ADC apresentaram apenas perda do locus PIK3CA. Este resultado esta
de acordo com um estudo realizado por Wang e colaboradores [103]. Estudos anteriores
tém também analisado mutagoes no gene PIK3CA em CPNPC e demonstraram que a sua
frequéncia é relativamente baixa (3.4-4.3%) em comparagao com outros tumores, tais como
a mama, célon e ovario [105]. Ainda assim, neste estudo o gene PIK3CA foi o Unico onde
foram detetadas mutacoes: duas no exao |0 e trés no exdo 2l. Estas duas mutagoes
estudadas no gene PIK3CA, E545K (exao 10) e HI047R (exao 21), parecem conduzir a um
aumento da ineficacia dos inibidores da via PI3K. Embora situagoes raras de alteragoes no
numero de copias no gene PTEN (10923.31), com taxas de alteragao no numero de copias
inferiores a 5%, possam ser consideradas como uma causa do CPNPC, a regulagao negativa
da proteina PTEN tem sido frequentemente descrita em 34-74% dos casos. Esta regulagao
negativa por hipermetilagio do promotor pode estar associada a um silenciamento
epigenético do gene [103]. No entanto, embora nao existam na literatura estudos que
evidenciem a diferenga entre ADC e CPCE no que diz respeito as alteragoes para este gene,

foi detetado um maior nimero de alteragoes em CPCE, com taxas de alteracao em perda
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compreendidas entre 33.3% e 58.3%. Recentemente, a perda de PTEN tem sido sugerida
como um mecanismo potencial de resisténcia a inibidores do EGFR em CPNPC [106].

A amplificacao do gene EGFR (7pl1.2) parece estar associada com uma melhor
sobrevida ap6s o tratamento com inibidores do EGFR. Esta amplificagdo € mais comum em
CPCE [18]. Neste estudo, foi encontrado maior taxa de ganho deste gene em CPCE, sem
contudo, apresentar no geral diferencas proeminentes na distingao dos dois subtipos
histologicos. Mutagoes em EGFR sao também encontradas no CP, mais frequentemente em
ADC [18]. No entanto neste estudo nao foram detetadas quaisquer mutagoes. A figura 28
descreve as mutagoes reportadas no gene EGFR, evidenciando a resisténcia ou nao destas

mutagoes a inibidores do EGFR.

Ligando
/
/ 18 Mutagao pontual
Dominio de ligagio /’ G719 (4%)
Dominio Extracelular 20.£GF /
/
/
/
/7 19 Delecoes
/ (45-50%)
Dominio Transmembranar /
____________ /

Inser¢oes (5%)
20 Mutacao pontual
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Figura 28 — MutacGes encontradas no gene EGFR, em CP [adaptado de 18]. Deleces, inser¢des e mutagoes
pontuais estdo localizados nos exdes 19 a 21, que codificam para o dominio tirosina cinase do EGFR. A maioria dos
tumores do pulmao albergando um alelo mutante do EGFR sao altamente sensiveis a inibidores do EGFR, com até 70% dos
pacientes exibindo uma resposta clinica significativa. Mutagdes no gene EGFR, no exao 21, mutagSes L858R e L861Q, estio
envolvidas no aumento da sensibilidade a inibidores do EGFR [107]. Por outro lado, a mutagao pontual T790M, no exao 20,
parece estar associada com uma diminuigdo da atividade dos inibidores do EGFR [108]. MutagGes nestes exdes tém

mostrado ativagao preferencial da via PI3K/AKT, em detrimento da via RAS/MAPK [18].

A amplificacado do gene MET (7q31.2) é um dos mecanismos mais importantes
envolvidos na resisténcia a inibidores do EGFR. Estudos anteriores demonstraram que a
ineficacia destes inibidores, resultado de ganhos no gene MET, é responsavel pela ativagao do
recetor ERBB3 e da via PI3K/AKT [I109-110]. Noutro estudo, foi mostrada que a
amplificacio do gene MET em doentes com resisténcia adquirida ao gefitinib ou erlotinib,
confirma que o MET pode ser um alvo terapéutico clinicamente relevante para alguns

doentes com resisténcia adquirida aos inibidores do EGFR. Esta amplificacao do gene ocorre
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independentemente da presenga de mutagoes pontuais T790M no gene EGFR [I11]. Neste
estudo, e embora nao existam diferengas relevantes no ganho do MET em ADC e CPCE
[18], verificou-se um maior nimero de alteragoes para este gene em CPCE.

As amplificagoes no gene FGFRI (8pl1.23-p11.22) tém sido identificadas como um
dos eventos preponderantes na carcinogénese da mama e pulmao. Um estudo baseado na
andlise do numero de cépias de SNPs, detetou ganho em 21% de CPCE em comparagao
com os 3.4% de ADC [44]. Também neste estudo as alteragoes no gene FGFRI evidenciam
as diferengas entre CPCE e ADC. Enquanto que as taxas de alteragao em ganho em ADC
exibem valores de 10-20%, em CPCE estas taxas atingem valores de 41.7-58.3%. Assim,
estes resultados sugerem que o gene FGFRI/ pode ser um alvo terapéutico atrativo em
CPNPC, uma vez que a amplificacdo do gene podera conduzir a ineficacia de inibidores do
FGFR.

A amplificacio no gene KRAS (I12pl2.1) é uma alteracio molecular comum em
CPNPC, caraterizada em aproximadamente 15% dos tumores. Esta alteragao esta associada
a indicadores de agressividade local, e pode agir sinergicamente com mutagoes no gene
KRAS, promovendo a progressao tumoral [I12]. Neste estudo nao foi possivel estabelecer
um padrao de alteracao diferente em ADC e CPCE. Nos dois subtipos histologicos foram
detetadas varias alteragdes no nimero de copias com taxas de alteragao em ganho e perda
muito semelhantes. Assim, as muitas alteragoes no gene KRAS parecem nao ser indicativas da
maior propensao destas alteragdes para um ou outro subtipo histologico. As mutagoes no
gene KRAS sao detetadas maioritariamente em carcinomas relacionados com o tabagismo e
associados com um prognostico desfavoravel, independentemente do tratamento. A
mutagao GI2C no gene KRAS é a mais frequente em doentes com CP e pode estar
relacionada com a resisténcia oferecida aos inibidores do EGFR [I13]. Ainda assim, em
nenhum dos 22 doentes analisados foi detetada qualquer mutagao para este gene.

Na literatura esta reportado que a proteina ERBB2 é sobre-expressa em cerca de
20% de CPNPC. No entanto, a amplificagao do gene ERBB2 ocorre em apenas 2% dos casos
[ 14]. Neste estudo nao foram encontradas perdas génicas neste gene. As taxas de alteragao
em ganho rondaram os 40% em ambos os subtipos histoldgicos, sendo dificil, deste modo,
usar as alteracoes detetadas neste gene para diferenciar ADC e CPCE. Doentes que
apresentam amplificagao ou mutagao 2322_2323ins12 no gene ERBB2 podem beneficiar do
tratamento com transtuzumab [| 15]. Contudo, esta mutagao no exao 24 do gene ERBB2 nao

foi encontrada em nenhum caso analisado neste estudo.
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Outra mutagao que nao foi identificada em nenhum dos casos analisados
corresponde a mutagao BRAF V600E. Este tipo de mutagoes encontradas no gene BRAF
(7934) sao detetadas em 0.5-4% em doentes com CP, mais frequente em ADC e em
mulheres, e podem conduzir a uma maior sensibilidade dos inibidores BRAF V600E [ 16].

Na tabela 8 estao descritos todos os resultados obtidos por dois testes estatisticos,

com o intuito de descobrir quais os genes que poderao dar indicagao das diferengas

encontradas entre os dois subtipos histoldgicos, recorrendo a técnica de MLPA.

Tabela 8 — Resultados obtidos pelos testes exatos de Fisher e qui-quadrado com recurso a simulacido de
Montecarlo, usando 10000 amostras. Foram considerados resultados estatisticamente significativos (representados a

negrito) aqueles com p de value < 0.050.

Cromossoma| Gene, exdao P Cromossoma | Gene, exdo P Mutacdo P
BCL2LI 1, ex 2b 0.476 FGFRI, ex 13 0.056 | PIK3CA, ex 10 (MUT) 0.48IF
BCL2LI I, intr 2 0.151 8 FGFRI, ex 9 0.135 | PIK3CA, ex 21 (MUT) 0.221F
BCL2LI 1, intr 2 0.476 FGFRI, ex 4 0.106 |EGFR, ex 2l E746 (MUT) (hF
2 BCL2LI 1, intr 2 0.253 9 SETX 1.000F | EGFR, ex 20 T790M (MUT) | (I)F
BCL2LI 1, ex 7 1.000 PTEN, ex | 0.169 |EGFR, ex 2] L86I1Q (MUT) | (I)F
MPVI7 0.162F 10 PTEN, ex 6 0.116 |EGFR, ex 2l L858R (MUT) (IF
NRXNI 0.38IF PTEN, ex 9 0.040 |BRAF, ex |5 (MUT) (1)F
EDAR 1.000 ZNF25 0.587 | KRAS, ex 2 G12C (MUT) (1)F
PIK3CA, ex 2 0.007 13 MYBPC3 0.481F | ERBB2, ex 24 (MUT) (1)F
3 PIK3CA, ex 7 0.013 KRAS, ex 6 0.481
PIK3CA, ex 19 0.009 14 KRAS, ex 4 0.639
6 PKHDI 0.276 KRAS, ex 2 1.000
EGFR, ex 2 0.587 15 NPC2 0.151
EGFR, ex 4 0.364 16 LAT 0.191
EGFR, ex 14 0.594F 17 ERBB2, ex 22 1.000F
7 EGFR, ex 21 WT 0.863 ERBB2, ex 28 1.000F
EGFR, ex 27 0.162F 18 MYOS5B 0.646F
MET, ex | 0.296 19 FKBP8 1.000F
MET, ex 11 0.394 20 KCNJ6 0.323F
MET, ex 17 0.227 21 PPIL2 0.38IF

Com base na analise estatistica foi testada uma regressao logistica com a variavel
dependente para identificar quais os genes que acentuam a diferenga entre os subtipos
histologicos, ADC e CPCE. Os exoes 2, 7 e 19 do gene PIK3CA e o exao 9 do gene PTEN
sao os indicadores desta diferenga. Ainda assim, os modelos ajustados nao se revelaram
estatisticamente significativos, o que pode estar relacionado com o nimero diminuto de
casos.

Depois de analisados os diferentes genes em termos de alteragdes no nimero de
copias, e de identificadas todas as evidéncias de ganhos e perdas de material genético em
ADC e CPCE, torna-se essencial aprovar e validar a técnica de MLPA, e em particular o
painel SALSA MLPA probemix XO50-Al Lung cancer, em futuros testes de diagnostico. Uma vez

que todos os genes incluidos no painel tém como finalidade a terapéutica, confirma-se, deste
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modo, a importancia desta técnica, rapida e com custos comportaveis com o diagnostico,
bem como deste painel, no auxilio do clinico no tratamento e na aprovagao destes genes e
direcionamento para o farmaco indicado. Contudo, a utilizagao de apenas um painel de
sondas nao permite estabelecer um padrao carateristico de alteragoes nos diversos
cromossomas. Deste modo, a complementaridade de novos painéis de sondas permitira de
forma mais consistente determinar um padrao de alteragoes carateristico no seu genoma.
Surge entao a necessidade de desenvolver outros painéis direcionados, que abranjam um
maior numero de genes, tais como, MYC, SOX2, ERBB3, MAP2KI, CDKN2A, FHIT e STKI I.
Uma vez que se encontram altamente mutados no CP [18,37], seria importante incluir
também neste painel mutagoes nos genes TP53 e STK/ |. Estes genes surgem assim, e depois
de realizado o screenning de todo o genoma, por aCGH, como potenciais biomarcadores no
diagnostico, em MLPA.

Ainda assim, este painel contém |3 sondas de referéncia bastante alteradas no
numero de copias e, embora niao estejam ainda associadas a carcinogénese pulmonar,
poderao vir a tornar-se potenciais biomarcadores de diagnéstico no futuro. A proteina
codificada pelo gene FKBP8 (19pl3.11) desempenha um papel importante na
imunorregulacio e em processos celulares basicos envolvendo o folding e o trafico de
proteinas. Para além disso a forma ativa da proteina FKBP8 pode desempenhar um papel
importante na regulagao da apoptose [|16]. Este gene exibe ganho em 91% (20/22) da
totalidade dos casos. Outro gene bastante alterado foi o gene LAT (16pl1.2) demonstrando
ganho em 41% (9/22) e perda em 9% (2/22). A proteina codificada pelo gene PKHD | (6p12.2)
parece estar envolvida na correta divisao celular, através da regulagao dos centrossomas
[1'17]. Neste estudo, este gene apresenta ganho num s6 doente e perda de material genético
em 32% (7/22) dos casos. Nestes |3 genes foi ainda detetada alguma coeréncia no nimero
de alteragoes: os genes MPV[7 (2p23.3) e PPIL2 (22ql 1.21) evidenciaram apenas ganho, e os
genes NRXN/I (2p16.3), MYO5B (18q21.1) e KCNJ6 (21q22.13) revelaram apenas perda de
informagao génica, com taxas de alteragao compreendidas entre 22% e 32%. Os restantes
genes, ainda que alterados em pelo menos um caso, evidenciaram menor numero de
alteragoes. Assim, é notoria a necessidade de alterar algumas destas regices do painel, dada a
possivel envolvéncia destas regioes no CP, sem com isso, sugerir a realizagao de estudos
posteriores direcionados para estes genes, no sentido de confirmar ou nao a relagao dos

mesmos, ou das regioces, com a carcinogénese pulmonar.
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4.5. Comparacao dos resultados obtidos por aCGH e MLPA

Para realizar a analise genética ao nivel de mdultiplos ganhos e perdas, as tecnologias
de eleicao foram o aCGH e o MLPA, mostrando serem eficientes para o screnning de
variagdes no numero de copias (figura 29). Neste sentido, uma primeira abordagem
envolvendo todo o genoma, por aCGH, foi realizada a fim de identificar as principais
alteragoes encontradas na totalidade dos cromossomas. Posteriormente, foi utilizado um
painel de sondas especifico e direcionado para as alteragoes mais representativas e
indicativas da carcinogénese pulmonar através técnica de MLPA. Assim, a avaliagao de grande
parte do genoma reportado como associado ao CP ¢ utilizado para prever a possibilidade de
progressao e recidiva deste carcinoma. A identificagao de biomarcadores que possam ser
utilizados para complementar o diagnostico, a possivel previsio do prognéstico e a
determinacao de alteragcoes consistentes com a resisténcia aos diferentes inibidores usados
hoje na pratica clinica, revestem-se de grande importancia e sao alguns dos grandes objetivos
das investigacoes realizadas nesta area.

Na tabela 9 estio enumeradas todas as alteracoes encontradas em ADC e CPCE,
através das metodologias de aCGH e MLPA. Esta comparagao nao é feita em termos de
mutagao, uma vez que no aCGH nao sao detetadas mutagoes.

Os resultados obtidos por aCGH e MLPA foram, no geral, similares para os 22 casos
analisados. No entanto, esta concordancia foi maior nos genes PIK3CA e FGFRI, e em CPCE,
evidenciando, deste modo, a realizacio de diagndsticos mais precoces nestes tumores
(tabela 9).

Ainda assim, encontramos alguns casos em que no aCGH se deteta alteragao e no
MLPA n3o, e vice-versa. Para além disso, embora num nimero muito reduzido, a técnica de
MLPA exibe perda para uma determinada regiao e o aCGH demonstra ganho. Esta situagao
é visivel no exao 21 do gene EGFR e no gene KRAS. O contrario nunca se verifica. Varias
explicagcoes poderao justificar esta incoeréncia nos resultados. As técnicas de aCGH e MLPA
apresentam diferentes sensibilidades para a detecao de mosaicismo. Na maioria dos casos,
sempre que se verificou divergéncia entre os resultados, constatou-se nessas situagoes que
os racios obtidos por MLPA se encontravam no limiar dos cutoffs estabelecidos para definir
as alteragoes. Assim, com o estudo de um maior numero de doentes podera conseguir-se
aferir ainda mais a capacidade de andlise deste tipo de amostras por MLPA e eventualmente

ajustar os valores de cutoff previamente definidos.
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Tabela 9 - Resultados obtidos para os 22 casos, referentes as alteracoes presentes no tecido tumoral, utilizando as técnicas de aCGH e MLPA. A azul esta representado ganho e a vermelho perda de material genético. As sondas a roxo

correspondem as sondas de referéncia do painel.

Adenocarcinoma Epidermoide
Estadio IB 1A 11B 1A
Caso 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
I > I > I > I > I > I > I > I > I > I > I >

BCL2LI I, ex 2b
BCL2LI I, intr 2
BCL2LI I, intr 2 2ql3
BCL2LI I, intr 2
BCL2LI I, ex7
PIK3CA, ex 2
PIK3CA, ex 7 3q26.32
PIK3CA, ex 19
EGFR, ex 2
EGFR, ex 4
EGFR, ex 14 7pll.2
EGFR, ex 2| Wild type
EGFR, ex 27
MET, ex |
MET, ex || 7q31.2
MET, ex |7
FGFRI, ex 13

8pl1.23
FGFRI, ex 9
FGFRI, ex 4 8pll.22
PTEN, ex |
PTEN, ex 6 10q23.31
PTEN, ex 9
KRAS, ex 6
KRAS, ex 4 12p12.1
KRAS, ex 2
ERBB2, ex 22

17q12

ERBB2, ex 28
MPVI7 2p23.3
NRXNI 2pl6.3
EDAR 2ql2.3
PKHDI 6pl2.2
SETX 9q34.13
ZNF25 10pI 1.1 -
MYBPC3 Ipll.2
NPC2 T4q24.3
LAT lépll.2
MYOS5B 18q21.1
FKBP8 19p13.11
KCNJ6 21q22.13
PPIL2 22ql11.21
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Por outro lado, este maior numero de células nao tumorais presente na amostra,
capaz de mascarar as alteragoes das células tumorais, faz com que o MLPA nao demonstre
sensibilidade suficiente para discriminar estas alteragdoes. Estes dois aspetos reforcam a
dificuldade de analisar amostras com elevados niveis de mosaicismo. Na maioria das
amostras de ADC analisadas neste estudo, a percentagem de células neoplasicas é baixa. De
facto, s6 o caso | apresenta um nivel elevado de células tumorais (90%). Este caso exibiu o
maior nimero de alteracoes em ADC. No entanto, os casos 5, 7 e |10 revelaram menor
numero de alteragoes e apresentam 40%, e 30% de células tumorais para os dois ultimos
casos, respetivamente.

Outra justificagao provavel para os diferentes resultados obtidos deve-se ao fato de
nao haver correspondéncia entre as sondas no aCGH e no MLPA, isto ¢, em nenhum dos
genes analisados, as sondas tém a mesma localizagdo no genoma. Deste modo, é possivel
detetar num mesmo gene ganho, no aCGH, e perda no MLPA, ou entao s6 ganho ou sé
perda numa das técnicas. Para além disso o numero de sondas em cada gene, no aCGH,
mostrou-se reduzido para este tipo de estudos. Esta situagao € ainda mais evidente nas
sondas de referéncia, tendo os dois genes mais alterados, FKBP8 e LAT, uma s6 sonda no
aCGH. Por este motivo, seria importante a realizagao de estudos adicionais direcionados
para estas regioes, envolvendo formatos microarray com um maior nimero de sondas e
especifico para cancro. Idealmente, cada gene deveria conter no minimo trés sondas

especificas, dando deste modo credibilidade a alteragao encontrada.

4.6. Comparacao do perfil genomico do tecido tumoral com

o perfil genomico da cultura, através de MLPA

A importancia das culturas celulares como modelos de doengas é controversa, uma
vez que estas, devido as pressoes de selegao in vitro, podem tornar-se altamente divergentes
do tumor original. No entanto, Gazdar e colaboradores demonstraram que as culturas
celulares do CP permitem realizar estudos precisos do tumor original, verificando que as
alteragoes genéticas nas linhas celulares deste carcinoma refletem o tumor in vivo e,
portanto, podem ser uma ferramenta valiosa para o estudo do seu desenvolvimento e
progressao [l 18]. As culturas celulares tém desempenhado um papel fundamental em
algumas descobertas importantes na carcinogénese pulmonar: identificacio de regides
altamente amplificadas, perda do cromossoma 3p e identificacao de genes supressores

tumorais inativos, elucidagao da via RB-CDKN2A, amplificagdes e mutagoes no gene PIK3CA
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Figura 29 — Resultados obtidos por aCGH e MLPA, analisados pelos softwares Agilent Genomic Workbench e
GeneMapper, respetivamente. Estas figuras constituem exemplos dos inumeros desequilibrios no nimero de copias de
multiplas regices gendmicas. (A) Resultados obtidos nos genes EGFR e FGFRI, em ADC. (B) Resultados obtidos nos genes
PIK3CA, FGFRI e ERBB2, em amostras de CPCE.
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no CPCE, mutagoes nos genes TP53 e BRAF em outros tumores do pulmao, para além do
CPNPC e mutagoes no gene EGFR e resposta aos inibidores do EGFR, em CPNPC [118].

A relevancia das culturas celulares para estudos moleculares depende do quao estas
culturas se assemelham aos tumores primarios. Neste estudo, culturas primarias de CP
estabelecidas previamente e criopreservadas, correspondentes aos casos cujo perfil
genomico foi avaliado, foram comparadas com as regides de ganho e perda de material
genético frequentes nas amostras tumorais de ADC e CPCE. A tabela 10 resume todas as
alteragdes encontradas, por MLPA, no tecido tumoral e nas culturas celulares
correspondentes.

Dos 22 casos analisados, dispunhamos apenas de células primarias em cultura de
tecidos tumorais correspondentes aos casos |, 4, 7, 9 e |5. Estas células levaram, em média,
3 dias a crescer, apos o descongelamento em azoto liquido. Depois de verificada a total
confluéncia das células ao microscopio invertido, foram realizadas subculturas, de modo a
garantir a manutencao destas células em cultura. Passados, em média, 3 dias, e verificada uma
nova confluéncia total das células, procedeu-se ao desbaste das mesmas para posterior
extracao de DNA.

Durante a observagao ao microscopio das células em cultura foi visivel uma aparente
abundancia de fibroblastos em detrimento de células epiteliais tumorais. Os fibroblastos
apresentam uma morfologia fusiforme com prolongamentos citoplasmaticos e, as células
epiteliais ocorrem, frequentemente, em aglomerados celulares, com células mais
arredondadas e com nucleos pleomoérficos com varios nucléolos. Nas cinco culturas
analisadas nao foi possivel encontrar células com estas carateristicas. Ainda assim, depois de
extraido o DNA, estas amostras foram analisadas por MLPA, utilizando o painel de sondas
SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer.

Ao contrario do descrito na literatura, nas cinco culturas celulares utilizadas nao foi
possivel encontrar muitas alteragoes. No geral, as frequéncias de ganhos e/ou perdas de
material genético em culturas celulares sao maiores do que os correspondentes tecidos
tumorais, o que pode refletir (1) a preferéncia da cultura por tumores que contém
alteragdes no numero de copias em regioes cruciais que englobam oncogenes e genes
supressores de tumores, (2) situagoes de mosaicismo menos evidenciadas, ou (3) a
promogao da instabilidade gendmica, reflexo dos curtos tempos de duplicagcao das células

em cultura [118].
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Tabela 10 - Resultados obtidos para os casos |, 4 7, 9 e 1|5, referentes as alteracdes presentes no tecido

tumoral e nas culturas celulares, utilizando o painel de sondas SALSA MLPA probemix X050-Al Lung cancer. A

azul esta representado ganho e a vermelho perda de material genético. As sondas a roxo correspondem as sondas de

referéncia do painel. As Ultimas nove sondas, representadas na tabela, correspondem as sondas de mutagio.

Adenocarcinoma Epidermoide
Estadio B B B
Gene, Exdo Cromossoma I ] 1 Cultura | 4] 4 Cultura |} 7] 7 Cultura 9] 9 Cultura | 15 ] 15 Cultura
BCL2LI1, ex 2b
BCL2LI1, intr 2 g
BCL2LI1, intr 2 2ql3
BCL2LI 1, intr 2
BCL2LII, ex7
PIK3CA, ex 2
PIK3CA, ex 7 3q26.32
PIK3CA, ex 19
EGFR, ex 2
EGFR, ex 4
EGFR, ex 14 7pll.2
EGFR, ex 2| Wild type
EGFR, ex 27
MET, ex | ]
MET, ex |1 7q31.2
MET, ex |7
FGFRI, ex 13 8pl1.23
FGFRI, ex 9
FGFRI, ex 4 8pll1.22
PTEN, ex |
PTEN, ex 6 10g23.31
PTEN, ex 9
KRAS, ex 6
KRAS, ex 4 12pl2.1
KRAS, ex 2
ERBB2, ex 22 17q12
ERBB2, ex 28 .
MPVIT 2p23.3
NRXNI 2pl6.3
EDAR 2q12.3 n
PKHDI 6pl2.2
SETX 9q34.13
ZNF25 10pll.I
MYBPC3 Iipll.2
NPC2 14q24.3
LAT 16pll.2
MYOS5B 18q21.1
FKBP8 19p13.11 - I
KCNJ6 21q22.13
PPIL2 22ql1.21
PIK3CA, ex 10 (MUT) 3q26.32
PIK3CA, ex 21 (MUT)
EGFR, ex 21 E746 (MUT)
EGFR, ex 20 T790M (MUT) Tpll2
EGFR, ex 21 L861Q (MUT)
EGFR, ex 21 L858R (MUT)
BRAF, ex 15 (MUT) 7q34
KRAS, ex 2 G12C (MUT) 12pl2.1
ERBB2, ex 24 (MUT) 17q12
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No total foram encontradas sete alteragoes nas células previamente estabelecidas em
cultura: o caso | exibiu ganho no exao 6 do gene KRAS; o caso 4 demonstrou ganho nos
exoes 4 e 6 do gene KRAS e perda numa das regides do intrao 2 do gene BCL2L/ [. Para os
casos 7 e 9, nao foram observadas quaisquer alteracoes. No caso |5, verifica-se o maior
numero de alteragoes (57% do total): ganho nos exdes 14 e 21 do gene EGFR, no exao 9 do
gene FGFR| e nos exdes 4 e 6 do gene KRAS. Este Ultimo caso demonstrou ainda perda numa
das regioes intronicas do gene BCL2LI . Para além disso, nenhuma sonda de referéncia
apresentou qualquer alteragao na cultura. A presenga de mutagoes avaliadas por este painel
na cultura foi também colocada de parte. No geral, estes resultados nao sao concordantes
com os obtidos nos tecidos tumorais. Assim, nao é possivel validar estas culturas celulares
como potenciais modelos para outros estudos, uma vez que nao aparentam ter as mesmas
alteracoes do tecido. Contudo, é necessario ter em conta o nimero reduzido de amostras

estudadas, comparativamente com os demais estudos referidos na literatura [118].

4.7. Resultados obtidos por Touch FISH

A instabilidade genomica € carateristica do cancro. As células tumorais
frequentemente apresentam-se poliploides ou com um conteido cromossémico aneuploide.
Recorrendo a sondas especificas de FISH é possivel analisar estas alteragoes, o que permite
complementar os resultados obtidos pelas técnicas de aCGH e MLPA. A técnica de Touch
FISH em interfase realizada nas bidpsias de tecido tumoral permitiu comparar os resultados
obtidos para os genes analisados por esta técnica e os mesmos genes analisados por aCGH
e/lou MLPA. Assim, surge a tentativa de validar os resultados obtidos para as biopsias
tumorais por outra tecnologia, por comparagao com os resultados obtidos anteriormente.
Para além da validagao dos resultados pretende-se ainda comparar a fiabilidade destas duas
técnicas. A avaliagao de células individuais em interfase permite ainda verificar a presenca de
mosaicismo.

Neste sentido, a titulo exploratério, foram selecionados cinco casos: 9, 10, 15, 20 e
21. Ainda assim, em dois destes cinco casos nao foi possivel implementar esta estratégia
direcionada. Os casos 9 e 21, ambos em estadio llIA, de ADC e CPCE, respectivamente, nao
apresentam qualquer alteragao no aCGH, nas regices consideradas preponderantes no CP.
Era por isso, importante, tentar perceber, para os genes disponiveis no conjunto de sondas
LAVysion, se se encontravam alteragoes que corroborassem os resultados obtidos por
aCGH. Contudo, nao foi possivel, uma vez que as bidpsias disponibilizadas se encontravam

aparentemente danificadas. Embora tenha sido efetuado todo o protocolo de Touch FISH
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descrito anteriormente (capitulo 3.6), nao foi possivel visualizar qualquer sinal apos a

hibridizagao. Para além da possivel degradagao da amostra, poderao contribuir para esta

auséncia de resultados, falhas nos tempos de lavagem e erros na hibridizagao. Ainda assim,

este protocolo foi repetido, mas novamente sem sucesso.

No que diz respeito ao caso |0, era importante tentar validar a grande amplificacao

encontrada no gene EGFR, bastante evidenciada por aCGH e MLPA. O numero de nucleos

interfasicos passiveis de serem contabilizados foi reduzido, o que impossibilitou a

contabilizagao de 100 nicleos, tornando apenas possivel analisar 65 (tabela 11).

Tabela |11 — Resultados obtidos pela técnica de Touch FISH para o caso 10 (ADC, estadio IllA), utilizando o

conjunto de sondas LAVysion.

NP° Sinais NP° Sinais CEP 6 N° Sinais
Numero de células D5S23/D5S271 Nuamero de células (Sonda centromérica do Numero de células MYC
5pl5 cromossoma 6) 8q24.21
65/65 (100%) 2 65/65 (100%) 2 65/65 (100%) 2

Como observado na tabela | I, dos 65 nicleos analisados, em todos se contabilizaram

dois sinais para o locus 5pl5 e para o gene MYC e dois sinais para o centromero do

cromossoma 6, o que nos permite aferir que todas as células avaliadas sao aparentemente

normais, isto é, diploides para este cromossoma. Na figura 30, é possivel observar a

morfologia dos nulcleos a azul (DAPIl) e as diferentes cores correspondem aos sinais

fluorescentes

detetados

aquando a hibridizagao das

sondas

com as sequéncias

complementares das amostras tumorais. Neste caso nao foram contabilizados os sinais

referentes ao gene EGFR, uma vez que estes nao se revelaram conclusivos, dado o inUmero

ruido encontrado nesta sonda.

Os resultados de aCGH indicam que o locus 5p15 e o gene MYC nao detém qualquer

alteragao, estando deste modo, concordantes com os resultados obtidos por Touch FISH.

2x locus 5p15

2x locus 5p15

Figura 30 — Imagens de Touch FISH em células interfasicas representativas dos resultados obtidos para o

caso 10 (ADC, estadio 1llA), com o conjunto de sondas LAVysion. Para este caso ndo foram contabilizados os sinais

referentes ao gene EGFR.
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Para o caso |5, o numero total de nulcleos contabilizados foi 100 e, portanto, os
resultados obtidos sao representativos da amostra. Os dados encontrados na tabela 12
foram bastante dispares, tornando-se assim dificil tirar conclusdes fidedignas. Estes
resultados permitem-nos comprovar a constituicao heterogénea do tumor e, portanto, a
existéncia de varios subclones celulares com diferentes alteragoes genéticas. No geral, o
estudo do locus 5pl5 e dos genes EGFR e MYC ¢é indicativo de diferentes taxas de
amplificagao. Por outro lado, os diferentes sinais encontrados na sonda centromérica do
cromossoma 6 sao indicativos da presenga de células polissomicas. A figura 3| representa

trés nucleos interfasicos hibridizados com o conjunto de sondas LAVysion, no caso |5.

Tabela 12 — Resultados obtidos pela técnica de Touch FISH para o caso 15 (CPCE, estadio IB), utilizando o

conjunto de sondas LAVysion

Nimer N° Sinais Nimer N° Sinais CEP 6 Nimer N° Sinais Nimer S": .
Umere 1 nss23ipss271 vmero (Sonda centromérica vmero EGFR vumero inars
de células de células de células de células MYC
5pl5 do cromossoma 6) 7pll.2
8q24.21
10/100 (10%) 3 2/100 (2%) 3
3/100 (3%) 4
16/100 (16%) 5 6/100 (6%) 5
31/100 (31%) 6 21/100 (21%) 6 14/100 (14%) 6 10/100 (10%) 6
21/100 (21%) 7 22/100 (22%) 7 27/100 (27%) 7 21/100 (21%) 7
14/100 (14%) 8 33/100 (33%) 8 17/100 (17%) 8 14/100 (14%) 8
8/100 (8%) 9 9/100 (9%) 9 15/100 (15%) 9 23/100 (23%) 9
4/100 (4%) 10 6/100 (6%) 10 9/100 (9%) 10
14/100 (14%) I 8/100 (8%) I
7/100 (7%) 12 6/100 (6%) 12
4/100 (4%) 13
5/100 (5%) 14

9x locus 5p15 3x locus 5p15 6x locus 5p15

14x MYC 8x CEP6 8x CEP6 11xMYC

Figura 31 - Imagens de Touch FISH em células interfasicas representativas dos resultados obtidos para o

caso |5 (CPCE, estadio IB), com o conjunto de sondas LAVysion.

Embora nao existam resultados de MLPA para o gene MYC, neste caso foi detetado,
por aCGH, ganho neste gene, correspondente a um elevado niumero de copias. Estes dados
de aCGH sao bastante concordantes com os obtidos por Touch FISH. Face aos resultados

conseguidos por aCGH e MLPA, também o gene EGFR exibiu ganho por Touch FISH. No que
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se refere ao locus 5p 15, o resultado de aCGH nao é concordante com o de Touch FISH. Uma
possivel explicagao para esta divergéncia de resultados podera ser devido ao fato de
estarmos a comparar material diferente, uma vez que parte da biopsia de tecido tumoral de
onde proveio o DNA para a aplicagao da técnica de aCGH, poderia apresentar uma elevada
percentagem de células nao tumorais, comparativamente a restante porg¢ao que foi analisada
por Touch FISH. Assim, o maior numero de células normais presentes na biopsia tumoral
analisada por aCGH, podera explicar a auséncia de alteragao neste locus, assumindo, dado o
elevado niimero de sinais encontrado para esta sonda, que os resultados de Touch FISH sao
verdadeiros.

Relativamente ao caso 20, o numero de nucleos interfasicos passiveis de serem
contabilizados foi bastante reduzido. Os resultados descritos na tabela |13 foram também
bastante diferentes, comprovando a heterogeneidade do tumor e, portanto, a existéncia de
varios subclones celulares com diferentes alteragoes genéticas. No geral, os diversos sinais
encontrados na sonda centromérica do cromossoma 6 sao indicativos da presenca de células
polissomicas. O estudo do locus 5pl5 e dos genes EGFR e MYC ¢ indicativo de diferentes
taxas de amplificagao. Na figura 32 sao apresentados dois nucleos interfasicos hibridizados

com o conjunto de sondas LAVysion, no caso 20.

Tabela 13 - Resultados obtidos pela técnica de Touch FISH para o caso 20 (CPCE, estadio IIB), utilizando o

conjunto de sondas LAVysion.

N N° Sinais N N° Sinais CEP 6 N N° Sinais N N° Sinais
de“c';f"l':s D5523/D55271 de“:;i::s (Sonda centromérica de“c';::s EGFR de“c'gi'l':s myc
S5pl5 do cromossoma 6) 7pll.2 8q24.21
3/50 (6%) 3 2/50 (4%) 3 3/50 (6%) 3
9/50 (18%) 4 4/50 (8%) 4 16/50 (32%) 4
7/50 (14%) 5 19/50 (38%) 5 14/50 (28%) 5 3/50 (6%) 5
850 (16%) 6 14/50 (28%) 6 9750 (18%) 6 17750 (34%) 6
17/50 (34%) 7 5/50 (10%) 7 8150 (16%) 7
6/50 (12%) 8 2/50 (4%) 8 17/50 (34%) | 8
4/50 (8%) 10
5/50 (10%) I
8/50 (16%) 12

6x locus 5p15 7x locus 5p15

Figura 32 - Imagens de Touch FISH em células interfasicas representativas dos resultados obtidos para o
caso 20 (CPCE, estadio 1IB), com o conjunto de sondas LAVysion.
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Ainda que nao tenham sido avaliados por MLPA, o locus 5p15 e o gene MYC, demonstraram
ganho, por aCGH, correspondente a um elevado nimero de copias. No gene EGFR, foi
observado ganho de material genético através de aCGH e MLPA. Todos estes resultados

foram comprovados por Touch FISH.

4.8. Correlacio do perfil genémico com o perfil

metabonomico

A metabondmica pode ser definida como a avaliagao de metabolitos enddgenos
(metaboloma) presentes em sistemas bioldgicos (células, tecidos e fluidos bioldgicos), e o
estudo das suas variagoes em diferentes perturbagoes, tais como uma doenga ou uma
agressao toxica [|19]. Os metabolitos sio moléculas pequenas (<| kDa) que podem atuar
como transportadores, substratos ou produtos em vias bioquimicas celulares, e estando na
extremidade final de uma cascata de eventos celulares, modificagdoes a montante dos genes e

proteinas podem conduzir a alteragoes no metabolismo celular (figura 33).
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Figura 33 - Representacdo genérica da organizacdao e interacdo entre os diferentes niveis no interior da

célula (adaptado de [120]).

A desregulagao metabodlica é uma das adaptagoes fisiologicas ocorridas nas células
tumorais, durante o desenvolvimento neoplasico. Esta desregulagao resulta de alteragoes nas
vias de sinalizagao, na expressao proteica, entre outros mecanismos moleculares, refletindo,
deste modo, adaptagoes bioquimicas especificas durante a carcinogénese. O perfil
metabolico caracteristico das células tumorais pode estar correlacionado com a ativagao de
oncogenes e a inativagio de genes supressores de tumores, desempenhando uma
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participagao ativa na carcinogénese e conferindo vantagens de sobrevivéncia as células
neoplasicas [121-122]. Assim, a caracterizagao metabodlica do tumor e a caracterizagao
genomica poderao fornecer novos inputs sobre a biologia das células tumorais e oferecer
novas opgoes para o diagnostico e tratamento do cancro.

As amostras caraterizadas neste estudo foram previamente avaliadas em termos
metabondmicos [77,123-124]. Assim, neste capitulo discutir-se-a de forma exploratéria os
dados obtidos do perfil genomico neste trabalho e os resultados metabonémicos prévios
publicados, no mesmo grupo de estudo. As se¢oes a seguir abordam sucintamente duas das
principais vias metabodlicas, glicolise e glutamindlise, e o seu envolvimento no fendtipo
metabodlico das células tumorais e a sua correlagio com os dados do perfil gendmico

avaliado.
4.8.1 Glicolise e Glutaminolise

A glicolise é a principal via de oxidagdo metabdlica das hexoses (principalmente a
glicose e outras hexoses provenientes da alimentagio). E constituida por || etapas
enzimaticas, através das quais cada molécula de glicose é transformada em duas trioses, de
piruvato ou lactato. E uma via de recurso para a obtencio energética de emergéncia pela
maior parte dos tipos celulares, em situagao de caréncia acentuada ou total de oxigénio
[125].

Em contraste com as células nao tumorais, que dependem essencialmente da
fosforilagao oxidativa para a produgao de ATP, as células tumorais dao preferéncia a glicolise
para satisfazer as suas necessidades energéticas, mesmo na presenga de oxigénio.

Otto Warburg observou que ha uma maior captagao de glicose nas células tumorais,
relativamente as células nao tumorais, possuindo uma alta capacidade para produzir lactato.
Um exemplo desta aplicagao é visivel por tomografia por emissao de positroes (PET), que
utiliza um andlogo da glicose marcado radioactivamente, para acompanhar a captagao de
glicose em tumores. Estudos recorrendo a esta metodologia tém mostrado uma correlagao
direta entre a taxa de consumo de glicose e a agressividade do tumor [126-129].

Sob condigoes extremas de hipdxia, a producao de ATP a partir da fosforilagao
oxidativa € substituida pela produgao menos eficiente de ATP através da glicolise anaerobia.
Para compensar este decréscimo de ATP, o complexo fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1)
ativa genes-chave envolvidos no transporte de glicose e glicdlise, tais como o transportador
| e 3 de glicose (GLUT-1 e GLUT-3), fosfofrutocinase L (PFK), fosfoglicerato cinase |
(PGK1) e lactato desidrogenase-A (LDH) (figura 34) [126].
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Para além de alteragoes na expressao de enzimas-chave do metabolismo e da inibicao
das vias de fosforilagao oxidativa, outras alteracoes poderao contribuir para o “efeito de
Warburg” em células tumorais, tais como, a perda da p53 e a ativagao de varios oncogenes,
incluindo PIK3CA, MYC, KRAS e AKTI [125-126]. Por exemplo, a ativagao da via da PI3K/AKT
pode resultar no aumento da absorg¢ao de glicose e do metabolismo, enquanto que o MYC
ativa a transcricao de varias enzimas glicoliticas. Além disso, em células com baixo teor de
p53, a expressao de SCO?2 (sintese de citocromo c oxidase 2), um regulador chave do
complexo essencial para a respiragao mitocondrial, é interrompida, levando as células a
darem preferéncia a glicolise para produzirem energia. Assim, para além de ser uma resposta
a hipoxia, a glicdlise aerobia confere também uma vantagem adicional para as células
tumorais. Estas células desenvolvem um fenotipo de resisténcia a hipoxia e acidose, como
resultado do elevado fluxo glicolitico, e, sendo este microambiente toxico para outras
populagoes celulares locais, promove a degradagao da matriz extracelular, invasao e

metastase [126-129].
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Figura 34 - Glicdlise e reprogramaciao metabdlica na proliferacio de células neoplasicas (adaptado de

[126]).

cytosol

A glutamina é o aminoacido livre mais abundante no corpo humano. E classificada
como um aminoacido nao essencial, uma vez que pode ser sintetizada pelo organismo a
partir de outros aminoacidos. A glutamina esta envolvida em diferentes fungoes, tais como a
proliferacao e desenvolvimento celulares, o balango acidobasico, o transporte da amonia
entre os diferentes tecidos, a doagao de compostos de carbono para a gliconeogénese, a

participagao no sistema antioxidante, entre outras [130].
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Nas células tumorais a expressao das enzimas glutaminase mitocondrial e malato
descarboxilase mitocondrial tendem a favorecer a oxidagao da glutamina. A conversao da
glutamina em lactato é chamada de glutaminodlise e sua principal fungao é regenerar a
energia, produzindo glutamato, citrato e aspartato. O citrato é necessario para a sintese de
acetil-CoA, isoprenoides e acidos gordos, e o aspartato para a sintese de pirimidinas. A
glutamindlise tem a vantagem de manter os niveis de glutamina constantemente altos nos
tecidos e tumores solidos e de possibilitar a sobrevivéncia e proliferacio de células
neoplasicas em condi¢oes de boa oxigenagao, mas com aporte de glicose limitado [128].

O oncogene MYC parece ter um papel importante na glutaminolise. A sobre-
expressao deste oncogene resulta numa maior expressao da glutamina mitocondrial,
induzindo, deste modo, o catabolismo da glutamina, impulsionando a produgao de NADPH,

que sustenta a sintese de acidos gordos e de nucleétidos [128,131].

As bidpsias previamente avaliadas por 'H-RMN revelaram, em estudos prévios, um
aumento de glutamato e de lactato em ADC e CPCE. Ainda assim, este aumento € maior em
CPCE. Estes resultados estao de acordo com os resultados obtidos neste estudo por aCGH,
onde os oncogenes PIK3CA e MYC, bem como os oncogenes KRAS e AKT| exibiram elevados
niveis de ganho de material genético. Assim esta sobre-expressao oncogénica aumentada em
CPCE podera ser correlacionada com a glicélise e glutamindlise, que, embora nao essenciais
nestas neoplasias, demonstram ser estratégias favoraveis a sobrevivéncia e proliferagao de
células tumorais, em situagoes de caréncia de nutrientes e oxigénio. Estudos e andlises
adicionais serao importantes para correlacionar os dados dos perfis genomicos e
metabondmicos e contribuir, nao s6 para a compreensao da carcinogénese, mas sobretudo

como ferramentas importantes no diagnostico e terapéutica.
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5. Conclusoes

O CP apresenta a maior taxa de incidéncia e uma das maiores taxas de mortalidade
na totalidade dos tumores, que sao atribuidas ao diagnostico tardio da doenga e a escassez
de métodos de diagnodstico. Para este fato contribui a auséncia de programas de rastreio
juntamente com a falta de marcadores biologicos definitivos e fidedignos para o diagnéstico
precoce desta neoplasia. A importancia de se identificarem biomarcadores moleculares
conjugados com as carateristicas histologicas e o estadio clinico do tumor para a
determinagao de um diagnostico e prognodstico precisos, bem como para a escolha de um
tratamento mais adequado, sugere a necessidade de se continuarem a realizar estudos
moleculares e citogenéticos com vista a estabelecer o perfil genomico dos diferentes
subtipos histologicos. Estes estudos a longo prazo permitiraio melhorar as taxas de
sobrevivéncia e facilitarao a descoberta de novos alvos terapéuticos para esta doenga.

Deste modo, este trabalho experimental permitiu, de uma forma geral, atingir a
maioria dos objetivos propostos, tendo em conta algumas limitagoes, como a amostragem
reduzida e a dificuldade em obter tecido controlo. Desta forma, com a realizagao deste
estudo foi possivel concluir que:

e A analise genomica por aCGH das 22 amostras de tecido tumoral permitiu
identificar 2343 alteragdes no nimero de cépias, nos 22 casos analisados. As
alteracoes identificadas em todos os estadios TNM, revelaram uma
percentagem de ganho de material genético superior a percentagem de perda,
em ADC e CPCE, exceto no estadio | dos casos de CPCE analisados. Embora
nio tenha sido detetada, nos ADC, concordancia de alteracoes
cromossomicas nos trés diferentes estadios, em CPCE, a concordancia em
ganho nas regioes 3q, 5p, 7p, 7q, 8q, 12p, 12q, 15q, 17q, 19p, 19q, 20p, 20q e
22q e em perda em 3p, 4p, 59, 8p, 9p, Xp, Yp e Yq, revelou, para os
diferentes estadios, ter potencial para diagnostico. Através desta técnica foi
também possivel diferenciar ADC de CPCE, contendo este ultimo tipo
histologico um valor mais elevado de alteragoes neste estudo, podendo ser
indicativo de um prognostico mais desfavoravel e uma maior agressividade do
tumor. Dos 35 genes que se avaliaram mais exaustivamente neste estudo, ja
reportados na literatura como associados ao CP, PIK3CA, SOX2 e MYC
revelaram a maior percentagem de ganho na totalidade dos casos analisados.

e A técnica de MLPA representa um método simples, rapido, reprodutivel e de

baixo custo para a analise em paralelo de multiplas amostras. A analise
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genética por MLPA permitiu identificar, tal como o aCGH, um maior niumero
de alteragoes em CPCE, e correspondentes a ganho de material genético.
Alteragoes em ganho e em perda nos genes PIK3CA e PTEN, respetivamente,
sao carateristicas de CPCE. Ainda assim, foram identificadas alteragoes em
elevado niimero de copias nos genes PIK3CA, FGFRI e PTEN, no CPCE. Em
ADC nao foram detetadas alteragoes significativas concordantes capazes de
discriminar este tipo histoldgico. Para além disso, o gene FKBP8, embora
ainda nao associado a carcinogénese pulmonar, podera ser um futuro
biomarcador no CP, uma vez que apresentou a percentagem de alteracgao
mais elevada por MLPA.

O painel de sondas de MLPA escolhido para a realizagao deste estudo, SALSA
MLPA probemix X050-Al Lung cancer, demonstrou-se eficiente na identificagao
de alteragoes nos varios genes associados ao CP. Ainda assim, é necessaria a
alteracao de algumas das regices de referéncia do painel, dada a possivel
envolvéncia destas regides no CP, uma vez que apresentaram percentagens de
alteragao muito elevadas. Contudo, tendo em conta o desenvolvimento e
aplicagao de técnicas de elevada resolugao para o screenning de todo o
genoma humano, revela-se importante o desenvolvimento de outros painéis
de sondas especificos para o CP. Estes painéis devem abarcar os varios genes
ja descritos como importantes para a progressao do CP, e altamente
alterados neste estudo, tais como, MYC, SOX2, ERBB3, MAP2KI, CDKN2A,
FHIT e STKI . Embora no painel utilizado nao tenham sido identificadas muitas
mutagoes, seria importante incluir também neste painel a detegao de
mutagoes nos genes TP53 e STKI I, uma vez que se encontram altamente
mutados no CP.

Os resultados obtidos por MLPA permitiram, na generalidade, comprovar os
resultados obtidos por aCGH. Esta concordancia, em termos de alteragoes
do numero de cépias, foi maior nos genes PIK3CA e FGFRI no CPCE.

Nas cinco culturas primarias celulares utilizadas nao foi possivel encontrar
muitas alteragcoes no niumero de copias, por MLPA. Durante a observagao ao
microscopio das células em cultura foi visivel uma aparente abundancia de
fibroblastos em detrimento de células epiteliais tumorais. No geral, os
resultados da cultura nao sao concordantes com os obtidos nas amostras

tumorais analisadas. Assim, nao é possivel validar estas culturas celulares
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como potenciais modelos para outros estudos, uma vez que nao aparentam
ter as mesmas alteragoes da amostra tumoral.

A técnica de Touch FISH, realizada em algumas amostras tumorais de casos
representativos, mostrou ser uma técnica precisa na detegao de sequéncias
especificas nos nucleos em interfase. Com a utilizagao desta técnica foi
possivel confirmar alguns dos resultados obtidos por aCGH e MLPA, bem
como comprovar a fiabilidade destes dois métodos.

As bidpsias avaliadas, previamente em outros estudos, por 'H-RMN revelaram
um aumento de glutamato e de lactato em ADC e CPCE, ainda que maior
neste Ultimo tipo histologico. A sobre-expressao oncogénica de PIK3CA e
KRAS, observada através da técnica de MLPA, e destes dois ultimos genes,
juntamente com os genes MYC e AKT/, por aCGH, foi correlacionada, neste
estudo, com fendtipos metabodlicos glicoliticos e glutamindlicos. Esta
correlagao exploratoria podera, deste modo, fornecer novas pistas sobre os

mecanismos de carcinogénese do CP.
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