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RESUMO

O cancer de pulmdo é o mais comum entre os tumores malignos,
apresentando um aumento de 2% na sua incidéncia anual mundial. No Brasil, o
cancer de pulmao foi responsavel por 14.715 6bitos em 2000 e as estimativas de
incidéncia de cancer de pulmao em 2008 devera atingir 27.270 pessoas (17.810
homens e 9.460 mulheres). Este estudo analisa quantitativamente, pela técnica
da PCR em tempo real, a expressao de dois importantes genes: a cicloxigenase-2
(COX-2) uma enzima regulatéria chave na produgdo de prostaglandina e a
oncoproteina HER-3 que parece estar associada com transformacdes
neoplasicas. Para avaliar se ha relagdo com os achados clinicos de pacientes
submetidos a cirurgia de ressecg¢ao por cancer de pulmao, foram obtidas 16
amostras de tecido tumoral e tecido normal de pacientes com indicagcdo de
resseccgao por cancer de pulmao ndo-pequenas células (NSCLC). Empregou-se a
técnica da PCR quantitativa baseado na quimica LUX (Light Upon Extension).
Além dos dois genes de interesse foi avaliada também a expressao do gene da 3-
actina como controle endégeno. A idade dos pacientes variou entre 40 e 73 anos
(média de 62 anos). Quanto ao género 68,8% dos pacientes eram do sexo
masculino e 31,2% do sexo feminino. Em relagédo ao estadiamento, 81,3% dos
pacientes apresentavam doenca local (IA-1IB) e 18,7% doenga avancada (llIA-1V),
sendo que 75% dos 16 tumores era carcinoma epidermoide ou adenocarcinoma e
25% de outros tipos. Uma maior expressao de COX-2 nos tecidos tumorais em
ralacdo aos tecidos normais foi verificada em 11 (68,5%) pacientes. Da mesma
forma, HER-3 apresentou maior expressédo em 13 (81,3%) pacientes. A razao
entre o tecido tumoral e o tecido normal <0,6, foi usada para definir a
superexpressao das proteinas estudadas. Segundo este critério, encontramos
COX-2 e HER-3 superexpressas em dois (12,5%) e trés (18,75%) dos pacientes,
respectivamente, resultado este, sem significancia estatistica. Verificou-se uma
correlacao forte entre os marcadores estudados (r2 =0,61; p = 0,01). Foi possivel

observar a presenga de COX-2 e HER-3 em 100% das amostras analisadas.



ABSTRACT

The lung cancer is the commonest among malignant tumors, showing an
increase of 2% in its annual incidence worldwide. In Brazil, the lung cancer was
responsible for 14,715 deaths in the year 2,000 and its incidence for the year 2008
should reach 27,270 people (17,810 men and 9,460 women). This study examines
quantitatively by real time PCR, the expression of two major genes: the
cyclooxygenase-2 (COX-2) a key regulatory enzyme in the prostaglandin
production, and HER-3 an oncoprotein that seems to be associated with neoplastic
transformation, to assess whether there is a relationship between COX-2 and
HER-3 expression and the clinical features of patients undergoing resection for
lung cancer. Tumor and normal tissue were obtained from 16 patients undergoing
lung resection for non-small cell lung cancer (NSCLC). We applied quantitative
PCR technique based on chemical LUX (Light Upon Extension). In addition, the
expression of the B-actin gene was also evaluated as an endogenous control. The
patients age ranged between 40 and 73 years (mean 62 years). Regarding gender
68.8% of the patients were male and 31.2% female. Regarding the stage, 81.3% of
patients had local disease (IA-IIB) and 18.7% presented with advanced disease
(-1V), and 75% were epidermoid or adenocarcinoma and 25% of other types.
Increased expression of COX-2 in tumor tissues compared to normal tissue was
found in 11 (68.5%) patients. Similarly, HER-3 showed higher expression in 13
(81.3%) patients. The ratio of the tumor tissue and normal tissue <0.6 was used to
define protein over expression, and according to this criteria COX-2 and HER-3
were super expressed in 2 (12.5%) and 3 (18.75%) patients, respectively, although
this result does not have statistical significance. We also found a high correlation
between gene expression (> = 0.61, p = 0.01). Moreover, COX-2 and HER-3

genes were expressed in all samples.
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1. INTRODUCAO

O cancer € uma doencga crbnica e degenerativa de etiologia multifatorial
onde fatores ambientais, como os raios UV e o consumo de tabaco e alcool, tém
seus efeitos carcinogénicos comprovados. Entretanto, muitos fatores genéticos e
epigenéticos estdo envolvidos no processo de forma complexa e dinamica.
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o céancer pode ser
considerado como uma doenca de saude publica no mundo inteiro, afetando
todas as pessoas, desde jovens a idosos, ricos ou pobres, homens, mulheres e

criangas.’

Ainda de forma geral, todos os canceres se relacionam com o mau
funcionamento dos genes responsaveis pelo controle do crescimento e divisdo
celular e estima-se que aproximadamente 5% de todos os canceres possuam um
forte componente hereditario, sendo o restante causado principalmente por

mutagdes génicas que s&o adquiridas durante a vida.?

A presenga de alteracbes em oncogenes, proto-oncogenes, fatores de
crescimento, proteinas de regulagdo do ciclo celular, supressoras tumorais® e
angiogénicas4, sdo alguns exemplos de genes e suas alteragbes envolvidas no

processo neoplasico.

Considerando a complexidade dos eventos que regulam o ciclo celular —
metabolismo do DNA, mitose, segregacdo dos cromossomos — percebe-se que
muitos genes importantes podem estar envolvidos neste processo atuando em

um mecanismo de interagdo complexa. Podemos apontar genes como o p53, p21
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(envolvidos no controle do ciclo celular e recombinagcdo génica), a familia dos
genes bcl-2 (reguladores da apoptose) e o p16 (“ponto de verificagdo na mitose”).
Uma cascata de eventos que ativam sinais bioquimicos em cadeia resulta na
ativagdo ou repressdo de diversos coordenadores do ciclo, divisao e
diferenciagcao celular, através de fatores de crescimento e seus receptores,

citocinas, fatores de transcrigdo e enzimas de controle de replicacdo de DNA.®

O aumento dos conhecimentos basicos nessa area ocorreu em proporgao
geométrica a partir da década de oitenta. Mesmo assim, a aplicagdo pratica na
clinica diaria se restringe praticamente ao diagnéstico diferencial de lesbes com
histologia dubia (através da imuno-histoquimica) e de seguimento de lesdes
previamente diagnosticadas por outros métodos (através dos marcadores
tumorais). Embora recentemente, os microarranjos de DNA tenham trazido novas

esperangas para a aplicagao clinica da biologia molecular.

Muitos dados disponiveis na literatura relacionam alteragdes em diversas
proteinas, no entanto ainda ndo existem resultados conclusivos com relacdo aos
marcadores, ou a combinacdo de marcadores para a identificacéo, classificacao,
progndstico e acompanhamento pds-cirurgico ou pdés-quimioterapia ou
radioterapia desses tumores. Assim, propde-se a analise quantitativa de algumas
proteinas envolvidas nos processos de apoptose e no controle e regulagdo do
ciclo celular, numa tentativa de avaliar a possivel relacdo de seus niveis de
expressao com o desfecho observado para cada paciente. Igualmente, propde-se

avaliar seu emprego na determinagdo dos diferentes graus de diferenciagao
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maligna, definindo seu valor progndstico e fornecendo indicagdes para um melhor

acompanhamento pds-cirurgico e/ou pos-tratamento.

A combinagéao de todos os fatores envolvidos no cancer de pulmao, como a
alta incidéncia, alta mortalidade, alto custo dos tratamentos e o impacto no
trabalho e na qualidade de vida dos cidadaos € o argumento que sinaliza para a

relevancia do tema em estudo.

1.1 Epidemiologia do Cancer de Pulmao

Ao longo do século XX, as neoplasias configuraram-se como um dos mais
importantes problemas de saude no mundo. Em 2002 havia 24,6 milhdes de
pessoas vivendo com cancer no mundo e, no mesmo ano, surgiram 10,9 milhdes
de casos novos da doenca. Para os proximos anos, a expectativa € de um
aumento na incidéncia das neoplasias, chegando-se ao surgimento de 16 milhdes
de novos casos em 2020.° O ndmero de 6bitos decorrentes de neoplasias
também é elevado. De um total de 58 milhées de mortes ocorridas em 2005, 7,6
milhées (13%) foram devido ao cancer, sendo que mais de 70% dos O&bitos
ocorreram em paises de média e baixa renda’. No Brasil, as neoplasias
respondem pela segunda causa de morte desde 2000 e, para o ano de 2008,
espera-se o surgimento de 242 mil novos casos de cancer em todo o pais,

conforme observado Tabela 1.
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O céancer de pulmao € o mais comum entre todos os tumores malignos,
apresentando um aumento de 2% na sua incidéncia anual mundial. Em 90% dos
casos diagnosticados encontra-se uma associagdo com o consumo de derivados
de tabaco. No Brasil, o cancer de pulmao foi responsavel por 14.715 6bitos em

2000, sendo o tipo de cancer que mais fez vitimas.®

Tabela 1. Estimativas de novos casos de cancer para o ano de 2008.2

Centro-

Mordeste Oeste

1.750 9.820 3.200 9.500 25,260
Colon e Reto 2 680 1.430 5.950 16.380

Subtotal 13.290 52.720 21.020 F6.640 188.050

TOTAL 17.620 78.960 28.510 99.580 242.060

Fonte: INCA, 2008. http://www.inca.com.br. Acesso em 10/2008
* Niameros arredondados para 10 ou muiltiplos de 10

Este tipo de cancer esta entre os mais frequentes tipos de neoplasias,
tanto em paises industrializados quanto em paises em desenvolvimento. Apenas
no ano 2000, surgiram aproximadamente 1,2 milhdes de casos novos no mundo,
sendo 75% em homens.® No mesmo ano, cerca de 1 milhdo de pessoas
morreram por cancer de pulmao. De todos esses o6bitos, 45% ocorreram em

paises menos desenvolvidos.™
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O Instituto Nacional do Céancer estimou, para o Brasil, o surgimento de
27.270 novos casos de cancer de pulmao, sendo 17.810 entre os homens e 9.460
entre as mulheres em 2008. Esses valores correspondem a um risco estimado de
19 novos casos a cada 100 mil homens e 10 novos casos a cada 100 mil
mulheres. No Rio Grande do Sul sdo esperados 2.770 novos casos em homens e

1.220 novos casos em mulheres para este mesmo ano.?

As Figuras 1 e 2 apresentam as estimativas de novos casos de cancer de
pulm&o em homens e mulheres no Brasil, para o ano de 2008, sendo que o Rio
Grande do Sul tem uma taxa estimada de até 50,46 casos para cada 100.000

homens e 21,42 casos para cada 100.000 mulheres.®

Homens

16,98 a 50,46

Figura 1 — Distribuicdo geografica das taxas brutas de incidéncia por 100.000
homens estimadas para o ano 2008, segundo a Unidade da Federagao
(neoplasia maligna da traquéia, dos brénquios e dos pulmdes). Fonte: INCA,
2008. http://lwww.inca.com.br. Acesso em 10/2008
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Além de altas taxas de incidéncia e de mortalidade, o cancer de pulméo
apresenta elevada letalidade. A taxa de sobrevida de 5 anos de pacientes com
cancer de pulméo varia entre 13% e 21% em paises desenvolvidos e entre 7% a
10% em paises em desenvolvimento®, com médias inferiores as taxas de
sobrevida de outras neoplasias, como o cancer de colon, de mama e de

prostata.’’

Mulheres

Clique para
. 5,03 a 6,6 shee

Figura 2. Distribuicao geografica das taxas brutas de incidéncia por 100.000
mulheres estimadas para o ano 2008, segundo a Unidade da Federagao
(neoplasia maligna da traquéia, dos bréonquios e dos pulmdes). Fonte: INCA,
2008. http://lwww.inca.com.br. Acesso em 10/2008

Nos Estados Unidos, dados da ACS (American Cancer Society) mostram
que em termos de mortalidade, o cancer de pulmao esta em primeiro lugar em
ambos os sexos. Ainda com relagdo aos dados americanos, a projegao para o

ano de 2007 era de 213.380 novos casos de cancer de pulméo e de 160.390
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mortes, sendo que 89.510 perfaziam o grupo masculino e 70.880, o grupo

feminino.

E importante ressaltar que a mortalidade por cancer de pulmo entre
individuos fumantes é cerca de 15 vezes maior do que entre pessoas que nunca
fumaram, enquanto entre os ex-fumantes é cerca de quatro vezes maior. Merece
também destaque, os dados relativos aos fumantes ditos passivos, que estariam
expostos a aproximadamente 4.700 substancias, sendo que mais de 50 seriam
sabidamente suspeitas de causar cancer tanto no homem quanto em animais.
Outro dado relevante e de grande gravidade, é que a cada ano aproximadamente
3.000 nao-fumantes adultos morrem por cancer de pulmao por terem sido

fumantes passivos.'

1.2 Cancer de Pulmao

Histologica e clinicamente, os canceres de pulmao sao classificados em
cancer de pulmado n&o-pequenas células (NSCLC) e cancer de pulmdo de
pequenas ceélulas (SCLC). O NSCLC €& o mais frequente, entre 75 a 80% de todos
casos."® Nestes pacientes o estadiamento é fundamental para estabelecer a

estratégia terapéutica.

O céncer de pulmdo de n&o-pequenas células corresponde a um grupo

heterogéneo composto de 4 tipos histologicos principais e distintos: o carcinoma
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epidermdide, o adenocarcinoma, o carcinoma de grandes células e os tipos

mistos.

Com relagdo ao tratamento do NSCLC e seus subtipos, geralmente nao
sao tratados de forma distinta, porém diferentemente da maioria dos SCLC, o

NSCLC inclui a opgéo cirurgica, principalmente nos estadios iniciais.'®

Com relacdo aos subtipos histolégicos, nos EUA, o adenocarcinoma, € o
subtipo histolégico mais comum de cancer de pulmao, enquanto na Europa, o
carcinoma epidermdide € o mais frequente, apesar do significativo aumento da
incidéncia de adenocarcinoma.'”” Um fato interessante é que o aumento na
incidéncia de adenocarcinoma tem sido associado ao menor consumo de
cigarro.® Em um estudo realizado em Pelotas/RS, por Menezes"” e
colaboradores, em 2000, os riscos atribuiveis ao cigarro indicaram que a
eliminacéo total do tabagismo levaria a prevengao de 71% do céncer de pulméo,

54% do cancer de eséfago e 86% do cancer de laringe.

O cancer de pulmdo vem representando um grande desafio para os
oncologistas, uma vez que, apesar de todos os avangos diagnosticos e
terapéuticos, a taxa de sobrevida global em cinco anos permanece inalterada em

13% ao longo das tltimas décadas.™

O interesse em elucidar as provaveis diferencas existentes nos distintos
grupos de cancer de pulm&o nao-pequenas células levou a descoberta de
multiplas proteinas, genes e vias relacionadas ao processo tumoral. Diante disso,

se por um lado existe uma constelacdo de sinais clinicos, por outro existe uma
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miriade de marcadores moleculares que tém sido gradativamente incluidos ao
painel do cancer de pulmé&o nao-pequenas células a fim de identificar indicadores
prognosticos e perspectivas para a identificagdo de individuos de alto risco, bem
como para a definicdo de parametros adicionais que nos auxiliem na explicagao

para a variabilidade na sobrevida.***

1.3 Estadiamento do Cancer

A necessidade de se classificar os casos de cancer em estadios baseia-se
na constatacdo de que as taxas de sobrevida sdo diferentes quando a doenca

esta restrita ao 6érgao de origem ou quando ela se estende a outros 6rgaos.

O sistema de estadiamento mais utilizado €& o preconizado pela
International Union Against Cancer (IUAC), denominado Sistema TNM de
Classificacdo dos Tumores Malignos®. Conforme descrito nas Tabelas 2 e 3, este
sistema baseia-se na extensdo anatdbmica da doenca, levando em conta as
caracteristicas do tumor primario (T), as caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a
presenga ou auséncia de metastases a distédncia (M). Estes parametros recebem

graduagdes, geralmente de TX a T4, de NO a N3 e de MO a M1, respectivamente.

O estadiamento pode ser clinico e patolégico. O estadiamento clinico é
estabelecido a partir dos dados do exame fisico e dos exames complementares

pertinentes ao caso. O estadiamento patolégico baseia-se nos achados cirurgicos
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e no exame anatomopatoldgico da pega operatéria. Este ultimo é estabelecido
apos o tratamento cirurgico e determina a extensdo da doengca com maior
precisdo. O estadiamento patologico pode ou ndo coincidir com o estadiamento

clinico e n&o ¢é aplicavel a todos os tumores.

A indicacdo terapéutica para o tratamento do cancer depende do
estadiamento da doencga, e um estadiamento bem conduzido leva a condutas
terapéuticas corretamente aplicadas.

Tabela 2. Caracteristicas do tumor primario (T), comprometimento dos
linfonodos regionais (N) e presen¢a de metastases a distancia (M).

TX Somente citologia positiva

T <3cm

T2 > 3cm, bronquio principal 22 cm da Carina, invade pleura visceral,
atelectasia parcial

T3 Parede toracica, diafragma, pericardio, pleura mediastinal, brénquio
principal <2 cm da Carina, atelectasia total

T4 Mediastino, coragdo, grandes vasos, Carina, traquéia, eséfago,
vértebra; nodulos distintos no mesmo lobo, derrame pleural maligno

N1 Peribrénquico homolateral, hilar homolateral

N2 Mediastinal homolateral, subcarinal

N3 Hilar ou mediastinal contralateral, escaleno ou supra-clavicular

M1 Inclui nédulo distinto em lobo diferente

Fonte: TNM: classificacdo de tumores malignos, 6°edi¢gao — Rio de Janeiro: INCA, 2004.



Tabela 3. Estadiamento dos tumores malignos. Classificagao TNM.
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Carcinoma oculto TX NO MO
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T NO MO
Estadio 1B T2 NO MO
Estadio IIA T N1 MO
Estadio 1I1B T2 N1 MO

T3 NO MO
Estadio IlIA T1, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
Estadio 1lIB Qualquer T N3 MO

T4 Qualquer N MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: TNM: classificagdo de tumores malignos, 6°edigdo — Rio de Janeiro: INCA, 2004.

1.4 Alteracoes Moleculares no Cancer de Pulmao

Varias proteinas consideradas como marcadores diagnosticos ja foram

estudadas em pacientes com NSCLC. Entre eles, destacamos o CEA (antigeno

carcino-embrionario), o TPA (antigeno polipeptideo tecidual), o SCC-Ag (antigeno

do carcinoma de células escamosas), o Chr A (cromogranina A), a NSE (enolase

neurénio-especifica), o CYFRA21.1 (fragmentos de citoqueratina), a NCAM

(molécula de adeséao celular neural), a CPK-BB (creatina fosfoquinase BB) e o

slIL-2R (receptor de interleucina soluvel-2). As principais aplica¢des clinicas para

esses marcadores sao o seu papel auxiliar no estadiamento e na avaliagao

progndstica.?*
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Substancias presentes no tabaco podem atuar como carcindégenos ou,

geralmente, pro-carcindgenos. As enzimas envolvidas na ativagdo e conjugagao

de constituintes do tabaco sdo o citocromo P450 (CYP1A1, CYP2E1) e enzimas

como a glutatione S-transferase (GST), e as N-acetiltransferases. Varios estudos

ja comprovaram a associagdo entre o tabagismo e as altera¢gdes moleculares

relacionadas ao cancer de pulmdo. Na Tabela 4 estdo descritos os principais

marcadores moleculares encontrados no cancer de pulmao e suas respectivas

funcbes. A Tabela 5 apresenta a frequéncia desses marcadores nos dois tipos de

cancer de pulméao.

Tabela 4. Principais marcadores moleculares encontrados no cancer de

pulmio e suas fungoes.”®

Genes de supressao tumoral

p53, Rb, p16, p21

Proto-oncogenes

K-ras, c-myc, c-erB-1 e 2, HGF, HER-2

Telomerases

hTERT

Hipermetilagcéo e fatores de crescimento

GRP/BN, TGF-b, FCGF, PTHrP, IGF-l e Il

Apoptose e angiogénese

BCL-2, VEGF

Amplificagdo génica

HER-2

Os avangos da biologia molecular

permitiram demonstrar que a

carcinogénese ¢é decorrente de uma série de alteragdes progressivas e

particulares em cada neoplasia, com grande variabilidade mesmo em tumores

distintos de um mesmo paciente.
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Tabela 5. Freqgiiéncias dos marcadores moleculares no cancer de pulmio.?

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

A seguir serdo apresentadas uma breve descrigdo das caracteristicas e

fungcdes dos genes COX-2 e HER-3, que foram eleitos por ndés para serem

analisados neste estudo, em funcdo da alta evidéncia em recentes trabalhos

cientificos: COX-2 inumeras vezes citado como alvo de tratamentos preventivos e

também pela hipotese de sua alta expresséo estar envolvida no aumento do risco

de céncer em geral e HER-3 por ja ser uma proteina largamente estudada pelo

nosso grupo de pesquisa em trabalhos de imunohistoquimica e agora analisada

quantitativamente.
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1.4.1 Cicloxigenase-2 (COX-2)

A Cicloxigenase-2 (COX-2), é uma enzima reguladora chave na produgéo
de prostaglandina, cujos niveis apresentam-se alterados em diversos tipos de
canceres. Esta enzima aumenta os niveis da proteina anti-apoptética Bcl2,
levando a resisténcia a apoptose e, consequentemente, prolongando a

sobrevivéncia de células com DNA danificado.

A Cicloxigenase-2 foi isolada pela primeira vez por Hemler em 1976%, e &
um homodimero com peso molecular de 71 kD, tratando-se de um &cido graxo
desidrogenase que possui um atomo de ferro formando parte do grupo heme, co-

fator fundamental para o funcionamento da enzima.

Duas isoformas (COX-1 e COX-2) foram clonadas, e compartiiham mais de
60% dos seus aminoacidos, com atividade enzimatica similar, mas diferem na sua
regulacdo, distribuicdo e expressdo.?’%) A COX-2 é a enzima responsavel pela
conversao do acido aracdbénico em prostandides e pode ser induzida por varios
estimulos, como hormédnios, citocinas, fatores de crescimento e promotores

tumorais. 3033

A expressao da COX-2 pode ocorrer em varios tipos celulares e tecidos
especializados onde desempenha fungbes bioldgicas, tais como imunidade,
fisiologia renal, reabsorcdo Ossea e secre¢do pancreatica. Estas fungdes sdo

reguladas especificamente para cada processo e tecido envolvido.**
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A expressdao da COX-2 é regulada por mediadores envolvidos na
inflamacé&o. Lipopolissacarideos e citocinas pro-inflamatorias (interleucina 10,
fator de necrose tumoral (TNF) e fatores de crescimento) podem induzir a
producdo da COX-2. Glicocorticodes, interleucina-4, interleucina-13 e a citocina

antiinflamatoria interleucina-10 podem inibir a expressdo de COX-2.3%37

Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém relacionado a expressdo da COX-
2 com as neoplasias malignas. A expressdo elevada da COX-2 tem sido
observada em diferentes tipos de céancer. O progndstico dessas neoplasias
parece estar diretamente relacionado com a expressdo da COX-2, o que nos faz
acreditar em um efeito terapéutico das drogas anti-COX-2 no tratamento do

cancer.30 3841

Alguns autores, avaliando adenocarcinomas colorretais nos diferentes
estagios, verificaram uma piora significativa no prognodstico daqueles pacientes
com expressao elevada de COX-2 quando comparados com os individuos com

tumores no mesmo estadio e com baixa expressao desta protel'na.42

Uma marcacédo forte a moderada da COX-2 foi observada no tecido
neoplasico de pacientes com carcinoma epidermdide em comparagdo com o
tecido normal dos mesmos pacientes, sugerindo sua possivel participagcdo da

etiopatogenia do cancer epidermoéide.*®

Da mesma forma, a superexpressdao da COX-2 tem sido descrita em
diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de pulmao. Brabender e

colaboradores (2002) analisaram por PCR em tempo real amostras de tumor de
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89 pacientes com NSCLC submetidos a resseccao curativa e detectaram a
expressdo de COX-2 em 100% dos casos, verificando ainda uma associacao

entre a alta expressao desta proteina e a baixa sobrevida dos pacientes.

Estudos epidemiolégicos mostram que o wuso prolongado de

n®40) o outros

antiinflamatérios ndo esteroidais reduz o risco de cancer de colo
estudos sugerem que o acido acetilsalicilico pode reduzir a incidéncia de cancer
de pulm&o.“"9 O efeito antineoplasico dos AINEs pode estar na inibicdo da
COX-2, provavelmente responsavel por restaurar a atividade apoptotica das
células neoplasicas e reduzir a mitogénese e a angiogénese tumoral. A COX-2 é

altamente induzivel por estimulos proé-inflamatérios, e as prostaglandinas

produzidas por ela possuem papel central na cascata da inflamagé\o.50

Na tentativa de compreender e identificar a forma como a COX-2 atua nas
neoplasias malignas, os pesquisadores encontraram uma importante correlagéo
entre a expressdo da COX-2 e a apoptose, associado ao aumento nos niveis de
PGE2 a modulacdo de fatores anti e pré-apoptdoticos, como o Bcel2 e o Bax,

respectivamente.®'%?

Sob esse ponto de vista, a tecnologia de analise do perfil de expresséo
génica tem se tornado uma ferramenta importantissima na busca de marcadores

diagnosticos e determinagao de potenciais alvos terapéuticos.
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1.4.2 Oncoproteina HER-3

A oncoproteina HER-3 parece estar associada com transformagdes
neoplasicas e de acordo com estudos prévios realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, parece estar relacionada com recidiva tumoral e a sobrevida dos

pacientes com carcinoma de células escamosas (SCC) de cabecga e pescoco.>

E uma proteina pertencente ao grupo da familia erbB, a erbB-3 (HER-3),
possui uma importante atividade de tirosina quinase.®**® Em diversas
investigacbes essa proteina tem sido apontada como um potente alvo para o
tratamento do cancer de pulm&o>® bem como de outros tipos de cancer®%® como

a leucemia.?’

As proteinas tirosina quinases (TK), pertencem a um grande grupo de

68-72) de mais

proteinas conhecidas como proteinas quinases, uma super-familia’
de 500 proteinas mapeadas e catalogadas.72 As quinases sao enzimas que
catalisam reacdes de fosforilacdo e possuem suas atividades relacionadas ao
controle e regulagao da proliferagao celular, aparecendo de forma abundante nas
células alteradas, justificando sua associagdo como uma via critica no processo
neoplasico. As proteinas quinases também sao reconhecidas por participar da
maioria dos processos de transducao de sinal nas células eucaridticas através da
modificacdo da atividade de substratos, controlando muitos processos celulares,
incluindo o metabolismo, a transcri¢do, a progressao do ciclo celular, o rearranjo

do citoesqueleto, o movimento celular, a apoptose e a diferenciacdo. Em se

tratando das tirosinas quinases, a fosforilacdo ocorreria entdo principalmente nos
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residuos de tirosina.”® Por outro lado, anormalidades nesses receptores de
superficie celular tém sido correlacionadas com o desenvolvimento e a
progressao do cancer, baixa resposta aos agentes quimioterapicos, baixas taxas

de sobrevida’ e recidiva da doenca.”®

Atualmente, para diversos pesquisadores, o receptor erbB3 ou HER-3, esta
diretamente associado ao desenvolvimento tumoral devido a formacdo de um
potente sinal de transducdo para o nucleo, quando da formacdo de um
heterodimero entre HER-3/HER-2.6"757®) Mais especificamente, o HER-3 ativa a
cascata do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que esta implicado na promocgéao da

proliferacdo celular e da sobrevivéncia.”

1.5 PCR em tempo real

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se uma tecnologia
comum, rapida e eficiente para amplificar sequéncias especificas de acidos
nucléicos e, com o rapido avango da biologia molecular, surgiu também a

necessidade de quantificar o DNA amplificado.

A nova tecnologia da PCR em tempo real permite a quantificagdo com
precisdo de moléculas de DNA em um curto periodo de tempo, baseado no uso
de uma sonda ou iniciadores fluorescentes que permitem correlacionar a
intensidade do sinal coletado com a quantidade de produto amplificado. Além

disso, esta nova técnica dispensa os procedimentos pés PCR, eliminando a
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necessidade do uso de géis de agarose, possibilitando a visualizag&do direta dos
produtos amplificados e diminuindo o tempo de analise dos resultados. As
principais vantagens desta técnica sdo: a amplificagdo e a analise do produto no
mesmo tubo de reacdo, evitando a contaminagdo e, os resultados sao

padronizados pela quantificacdo de genes.

Entre os principais sistemas de deteccao utilizados na PCR em tempo real
estdo os sistemas LUX" (Light Upon Extension), TagMan® e Sybr Green. No
sistema LUX utiliza-se um par de oligonucleotideos, que ira definir o alvo de
amplificagdo, sendo que um dos oligonucleotideos apresenta um fluoréforo ligado
no terminal 3’. Este oligonucleotideo € denominado de fluorogénico e apresenta
uma pequena cauda de 4 a 6 nucleotideos no terminal 5’, que € complementar ao
terminal 3’ formando uma estrutura em forma de alga no préprio oligonucleotideo
que, nesta conformacao, nao emite fluorescéncia. Durante a reacdo de PCR esta
estrutura é desfeita com o aumento da temperatura, sendo possivel o anelamento
dos oligonucleotideos com a sua seqiiéncia alvo. A medida que esta estrutura vai
se tornando linear ha um aumento na quantidade de fluorescéncia emitida. O
aumento da quantidade de fluorescéncia emitida no decorrer dos ciclos da PCR
pode ser correlacionado com o aumento da quantidade do fragmento amplificado.
As principais vantagens deste tipo de detecgdo € a alta especificidade, pelo fato
de que o proprio oligonucleotideo € marcado com fluorescéncia e a possibilidade
de realizar reacbes multiplas na mesma reacdao de PCR, utilizando diferentes
fluoroforos. O sistema TagMan® também aumenta a especificidade da reaco,

mas apresenta um maior custo pela utilizagdo de um oligonucleotideo modificado
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além dos habituais para PCR. O sistema Sybr Green € um agente intercalante de
DNA, inespecifico e revela qualquer dupla fita gerada na reagdo de amplificagéo.
Em decorréncia desse fato, os ensaios que utilizam esse agente devem ter

desenho cauteloso para evitar possiveis resultados espurios.

Muitos parametros devem ser controlados para se obter uma medida de
expressao quantitativa confiavel: quantidades iniciais de amostra, qualidade da
extracdo do RNA e eficiéncia da sintese de cDNA. A técnica freqlientemente
utilizada para normalizar os parametros citados é a utilizagdo de um gene de
controle interno. De acordo com critérios geralmente aceitaveis, um gene de
normalizagdo adequado € um gene que nao apresente variagao na sua expressao

em todas as amostras investigadas.78

Dois sédo os procedimentos de quantificacdo padrao utilizados na PCR em
tempo real: relativo e absoluto. A quantificagao relativa compara a expressao de
um ou mais genes de referéncia dentro de uma mesma amostra. A quantificagéo
absoluta requer um padrao apropriado de uma concentracdo conhecida para
fazer diluicdes seriadas e estabelecer uma curva padrdo. Esta fornecera uma
relagao linear entre valores do ciclo limiar e quantidades iniciais do gene molde,
permitindo determinar a concentracdo exata das amostras desconhecidas."®%) A

quantificacdo absoluta é considerada mais trabalhosa devido a necessidade de

criar padrées de confianga.®’
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Figura 3. Curva de reagdo da PCR em Tempo Real e definicao de Ct (Cycle

Threshould)

A Figura 3 mostra o ponto de detecgéo do ciclo na qual a reagéo atinge o
limiar da fase exponencial que é denomidado “Cycle Threshold’ (Ct). Este ponto

permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia.

A PCR em tempo real tem sido adotada em estudos de expresséo de
genes que requerem alta sensibilidade e exatiddo na quantificacdo dos niveis de

(79.82) Esta tecnologia tem sido utilizada

MRNA de uma pequena amostra de tecido.
na quantificacdo da expressdo de genes em tumores, tendo grande importancia
na investigagdo de genes responsaveis pelo desenvolvimento do cancer,

progressao da doenga e resposta a tratamentos.
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2. OBJETIVOS

Considerando a incidéncia crescente do cancer de pulmao e a necessidade
de se identificar marcadores diagnosticos e prognosticos para esta doenga,

propomos este estudo com os seguintes objetivos:

2.1 Objetivo geral

- Quantificar a expressao dos genes COX-2 e HER-3, em cancer de

pulmao, pela técnica da PCR em tempo real.

2.2 Objetivos especificos

- Quantificar e comparar a expressao da COX-2 em amostras de cancer de

pulmao e tecido normal;

- Quantificar e comparar a expressdo da HER-3 em amostras de cancer de

pulmao e tecido normal;

- Avaliar a relagao da expressao (tecido tumoral/ tecido normal) dos genes
COX-2 e HER-3 com as caracteristicas clinico-patologicas de pacientes com

cancer de pulméao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Populacao e amostras do estudo

Amostras de tecido tumoral (T) e de tecido normal (N) foram obtidas de 16
pacientes com indicacao de ressecc¢ao por cancer de pulméo, através do Servigo
de Cirurgia Toracica do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, no periodo de 2004 a
2007. Imediatamente apoOs a retirada cirurgica da peca anatbmica, as amostras

foram armazenadas em frascos estéreis a -80°C.

Os pacientes n&o possuiam diagndstico prévio de outra neoplasia e n&o

haviam recebido nenhuma forma de tratamento antineoplasico.

3.2 Extracao do RNA total

O RNA total das células foi isolado utilizando-se 1 mL de TRIZOL Reagent
(Invitrogen, USA) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para a
destruicdo da membrana celular e nuclear e liberacdo dos acidos nucléicos. Apds
o periodo de incubacdo, as suspensdes foram transferidas para um tubo
eppendorf seguidas da adigdo de 200 pL/tubo de cloroférmio gelado. As amostras
foram homegeneizadas durante 15 segundos, incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Apds

o término da centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
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onde foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico gelado. As amostras foram
incubadas por, pelo menos, 2 horas a -20°C e centrifugadas por 10 minutos nas
mesmas condi¢gdes. Os precipitados foram lavados com 500 yL de etanol 75%
gelado e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
aspirado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, os RNAs
foram solubilizados com 20 yL de H,O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC 0,1
%, Invitrogen, USA) contendo 1 pL de inibidor de RNase (40 U/uL; Invitrogen,
USA). A integridade do RNA total extraido das amostras foi analisada por

espectrofotometria (OD260/280).

Para evitar uma possivel contaminagdo com DNA na extracdo de RNA
total, prévia a transcricao reversa, as amostras foram tratadas com a enzima
Deoxiribonuclease | (DNase | 124 U/uL, Invitrogen, USA). Esta enzima cliva DNA
de fita simples e dupla que contém extremidades 5 fosfato. As amostras foram
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, a
enzima foi inativada pela adicdo de 1 uL de 25 mM de EDTA e incubadas por 10

minutos a 65 °C.

3.3 Sintese de DNA complementar

Uma vez obtido o RNA total das células e tratado com a DNase |, foi

realizada a reacdo de transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA
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complementar (cDNA) para subsequente PCR, utilizando-se a enzima Superscript
II' (Invitrogen, USA) e Oligo-dT12.1s (Invitrogen, USA). Para cada reagao foram
utilizados 100 ng de RNA total, 0,5 pL da enzima Superscript 11 (200 U/uL;
Invitrogen, USA), 0,2 uL de Oligo dr, 4,5 yL de DTT (0,1 M; Invitrogen, USA), 4,5
ML de dANTPS (100 mM; Invitrogen, USA), 4,5 uL de MgCl; (60 mM), 9 uL de
tampdo da enzima (5x; Invitrogen, USA), completando 45 pL de solugdo de
reacdo. As reagdes foram incubadas no termociclador (Peltier Termocycler, MJ
Research) e submetidas ao seguinte programa: 10 minutos a 25°C, 45 minutos a
42°C, e 3 minutos a 99°C. Apds o término da transcrigdo reversa foi adicionado a
cada tubo, 5 U de inibidor de RNAse (10 U/uL; Invitrogen, USA) e as amostras
foram incubadas a 37°C por 20 minutos. Os cDNAs foram armazenados a -20 °C

até o uso para a reagcado da PCR em tempo real.

3.4 PCR em tempo real para quantificacao relativa

da expressao dos genes COX-2 e HER-3

Para avaliar a expressao relativa de COX-2 e HER-3 nas amostras,
empregou-se a técnica da PCR quantitativa baseado na quimica LUX (Light Upon

Extension).

Para cada amostra avaliada, além dos dois genes de interesse, foi
analisada também a expressado do gene da B-actina, como controle enddégeno

para calibracido da eficiéncia da reagao de transcricdo reversa das amostras.
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Foram preparadas duplicatas contendo 10 ng de cDNA, produto resultante
da transcrigdo reversa, e uma mistura previamente preparada contendo Platinum®
Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, USA), iniciadores especificos com
marcador de fluorescéncia (LUX-primer), incluindo também, iniciadores marcados
para B-actina (controle endégeno), desenhados previamente (Invitrogen, USA) e
contendo fluoréforos FAM. O volume final da reagao foi de 25 pL.

Tabela 6. Sequéncia dos iniciadores dos genes COX-2, HER-3 e B-actina
utilizados neste estudo.

Gene Acesso Senso 5 —3° Anti-senso 3 -5~

COX-2 NM_0009631 CGGGAGTATAAGTGCGATTGTACCIFAMIG AAATTCCGGTGTTGAGCAGTTT
HER-3 NM_0019822 | CGGGTCAAAGGTACTCCCTCCTCC[FAM]G CCAGGACAGAACTGAGACCCACT

B-actina NM_0011012 | CGGATAAGTGTGACGTGGACATCI[FAMIG GATCTCCTTCTGCATCCTGTCG

Um ciclo inicial de 50°C por 2 min e 95 °C por 1 min foi realizado para todas
as amostras. Apos este primeiro ciclo, as misturas de reagao foram submetidas a
40 ciclos como segue: 95 °C por 15 segundos e 60°C por 45 segundos. Estes
ciclos foram realizados no sistema de detecgédo continua de fluorescéncia iCycler
(Bio-RAD, USA) e os dados relativos a fluorescéncia acumulada foram analisados

com o software especifico para este equipamento.

Para analise efetiva das amostras, o sistema de amplificagdo usando COX-
2, HER-3 e B-actina foram validados e a eficiéncia calculada a partir de uma
diluicdo seriada de ambos os genes e controle negativo (sem cDNA). Os valores

foram plotados e analisados por regresséao linear levando-se em consideragao o
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coeficiente de determinagdo (r%), sendo valores iguais ou superiores a 98%
estabelecidos como padrdo. Através dos dados gerados em tempo real
identificou-se o ciclo no qual a fluorescéncia comegca a aumentar
exponencialmente acima da fluorescéncia intrinseca do fluoréforo, referida como
Ct (Cycle Threshould). Para célculo dos valores de expressao foi utilizada a
técnica de Brabender (2002), baseada na raz&o entre o Ct da amostra tumoral e

tecido normal do mesmo paciente.

3.5 Analise Estatistica

Os niveis de expressao dos genes foram comparados, em relagdo as
variaveis utilizadas no estudo, através dos testes classicos, teste t de Student e

Anova e os testes ndo paramétricos Mann-whitney e Kruskal-Wallis.

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05.

3.6 Aspectos administrativos e éticos

O presente trabalho baseou-se nos dados obtidos dos arquivos médicos
dos pacientes incluidos. Para verificar os dados pertinentes e relaciona-los com
os achados desta pesquisa, os pacientes foram identificados pelas iniciais e pelo

numero do registro.



44

Os pacientes foram incluidos, apds assinatura do Termo de Consentimento

Informado (ANEXO I).

A versao final do projeto e o termo de consentimento informado foram
revisados e aprovados pela Comissao Cientifica do Curso de Pés-Graduagdo em
Medicina e Ciéncias da Saude e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

(ANEXOI).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes

Das 16 amostras analisadas, 100% tinham diagndstico de cancer de

pulmao ndo-pequenas ceélulas.

A idade dos pacientes variou entre 40 a 73 anos — mediana de 62 anos. O
histograma da Figura 4 representa a idade dos pacientes segregados em < de 60

anos e >= 60 anos de idade.

NUMERO DE PACIENTES

<60 anos >=60 anos

IDADE

Figura 4. Histograma do numero e a idade dos pacientes das amostras
analisadas.

Quanto ao género, 11 (68,8%) pacientes eram do sexo masculino e 5

(31,2%) do sexo feminino (Figura 5).
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NUMERO DE PACIENTES

Masc Fem

SEXO

Figura 5. Histograma do numero e o género dos pacientes das amostras
analisadas (Masc = Masculino, Fem = Feminino).

Os subtipos histolégicos predominantes neste estudo foram carcinomas
epidermoides e adenocarcinomas, abrangendo 75% dos tumores analisados.
Apenas um paciente (6,2%) apresentou carcinoma de células claras e carcinoma
adenoescamoso foi verificado em 3 pacientes (18,8%), como representado na

Tabela 7 e na Figura 6.
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Tabela 7. Sub-tipos histologicos e freqliéncia dos tumores analisados neste
estudo.

Sub-tipo Histolégico Numero de Pacientes
Carcinoma epidermoide 06 (37,5%)
Adenocarcinoma 06 (37,5%)
Carcinoma adenoescamoso 03 (18,8%)
Carcinoma de células claras 01 (6,2%)
Total 16 (100%)
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Adenocarcinoma Ca epidermoide Ca de céelulas
adenoescamoso claras
TIPO HISTOLOGICO

Figura 6. Histograma do numero de pacientes e tipo histolégico dos tumores
analisados.

A Tabela 8 e o histograma da Figura 7 representam a distribuicdo do

estadiamento da doenga nas amostras estudadas, onde 13 (81,3%) pacientes
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com neoplasia de pulmao apresentaram doenga local (IA a IIB) e 3 (18,7%)

pacientes apresentaram a doenca em estadio avancado (IlIA a 1V) (Tabela 5).

Tabela 8 — Frequéncia por estadiamento das amostras investigadas neste
estudo.

Estadiamento Nuamero de Pacientes
1A 02 (12,5%)
IB 06 (37,5%)
A 01 (6,25%)
1B 04 (25,0%)
A 01 (6,25%)
B 01 (6,25%)
\Y 01 (6,25%)
Total 16 (100%)

NUMERO DE PACIENTES

Local Avancado

ESTADIAMENTO

Figura 7. Histograma do numero de pacientes e o estadiamento dos tumores
analisados (Local = IA a lIB, Avancados = llIA a IV).
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4.2 Expressao dos genes COX-2 E HER-3

As expressdes de COX-2 e HER-3 foram detectadas nas 16 (100%)
amostras analisadas. A média da expressao destes marcadores, dada pela razao
entre a expressao no tecido tumoral e a expressao no tecido normal do mesmo
paciente®, foi de 0,92 (desvio padrdo 0,24) e 0,82 (desvio padrio 0,34)

respectivamente, para COX-2 e HER-3.

Utilizando o teste de correlacdo de Pearson encontrou-se um r* 0,61 (r=
0,78) com p = 0,01, verificando-se correlagao forte entre a expressao da COX-2 e

HER-3 (Figura 8).

0a
N

herd

0z
1

0.a

cox?

Figura 8. Diagrama de dispersao da razao de expressao da COX-2 e HER-3
das amostras analisadas neste estudo.



50

De acordo com o método utilizado por Brabender (2002), a expressao >0,6
foi usada para definir superexpressao de COX-2. Considerando as caracteristicas
da PCR em tempo real, onde a maior expressao de um gene é definida por um
baixo Ct, ou seja, a fluorescéncia é emitida mais cedo do que para um gene
pouco expresso, definimos que as amostras mais expressas foram aquelas que

apresentaram uma razao (tecido tumoral/tecido normal) < que 0,6.

Como melhor ilustra o histograma da figura 9, encontramos uma maior

expressao de COX-2 no tecido tumoral de 11 (68,75%) pacientes.

10

[ [
1

Ct - Cycle treshold
E -

mCOX2t
=T0OX2n

_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_-_'_-_'_-_'_-_'_-_'_-_|

40 16 17 47 48 50 51 53 54 55 56 58 59 60 61 62
AMOSTRAS

Figura 9. Histograma da expressao do gene COX-2 no tecido tumoral (t) e no
tecido normal (n), nas 16 amostras analisadas neste estudo.
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Em 13 (81,3%) pacientes, o gene HER-3 encontrou-se com uma expressao
mais elevada no tecido tumoral quando comparada com o tecido normal, como

pode ser observado no histograma da Figura 10.

1
I

Ct- Cyule treshold

40 16 17 47 48 50 51 53 54 55 56 38 59 60 €1 62
AMOSTRAS

Figura 10. Histograma da expressdao do gene HER-3 no tecido tumoral (t) e
no tecido normal (n), nas 16 amostras analisadas neste estudo.

Segundo nosso critério, de acordo com nosso ponto de corte (razdo <0,6)
para alto grau de expressao, como pode ser melhor visualizado no histograma da
Figura 11, verificou-se superexpresséo de COX-2 em 2 (12,5%) pacientes, sendo
um deles portador de Ca epidermdde (estadio 1A) e outro de Ca de células claras
(estadio 1IB). Para o gene HER-3, a superexpressao foi verificada em 3 (18,75%)
pacientes, cujos tipos histolégicos eram Ca adenoescamoso (estadio IIA), Ca

bronquioalveolar (estadio IB) e Ca de células claras (estadio 1IB).
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Figura 11. Histograma da expressao das proteinas COX-2 e HER-3 em fungao
da razao entre o tecido tumoral/ tecido normal, das amostras analisadas
neste estudo.

Para relacionar a frequéncia de expressao das proteinas COX-2 e HER-3 e
as variaveis estudadas, primeiramente foi feito o teste de normalidade para cada

marcador analisado.

Através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para COX-2, chegou-se
a um p = 0,26, representando uma distribuicdo normal, e portanto para as

variaveis em estudo utilizamos testes classicos como teste f e Anova. Para o
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marcador HER-3, os testes n&o paramétricos, Mann-whitney e Kruskal-Wallis,

foram utilizados por nao ter sido obtida uma curva normal (p = 0,0005).

Tabela 9 - Freqliéncia de expressao dos genes COX-2 e HER-3 e as
diferentes variaveis estudadas.

Varidvel n COX-2' p HER-3 p
Média * DP Média * DP

Total de Pacientes 16

Idade
<60 anos 05 0,85+ 0,25 0,46 0,82 £ 0,44 0,22
>60 anos 11 0,96 + 0,24 0,82 £ 0,29

Sexo
Masculino 11 0,92+ 0,29 0,99 0,82 £ 0,32 0,18
Feminino 05 0,92 +0,1 0,82 £ 0,44

Tipo Histolégico
Adenocarcinoma 06 0,94 £ 0,1 0,98 0,82 £ 0,39 0,70
Epidermdide 06 0,91 10,24 0,91+ 0,04
Outros 04 0,93 £ 0,41 0,67 £ 0,55

Estadio
Local (IA-11B) 13 0,89 £ 0,25 0,10 0,78 £ 0,37 0,11
Avancados (IlIA-1V) 03 1,07 £ 0,11 0,98 £ 0,03

n = namero de amostras, p = nivel de significancia (a = 0,05).

"Expressao dada pela razio entre o tecido tumoral e o tecido normal.

Como descrito na Tabela 9, entre as 16 amostras analisados néo foi
encontrada uma relagdo estatisticamente significativa entre a frequéncia de
expresséo das proteinas COX-2 e HER-3 e as variaveis idade (COX-2 p = 0,46;
HER-3 p = 0,22), sexo (COX-2 p = 0,99; HER-3 p = 0,18), tipo histologico (COX-2

p =0,98; HER-3 p = 0,70) e estadiamento (COX-2 p = 0,10; HER-3 p = 0,11).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, nds analisamos a expressao dos genes COX-2 e
HER-3 em tecido normal e tumoral obtidos de pacientes com NSCLC submetidos

a ressecgao cirurgica, através da técnica da PCR em tempo real.

Com a utilizagcao deste método foi possivel identificar ndo s6 a expressao
da COX-2 e HER-3 em amostras de cancer de pulmio, como também a
superexpressao destes transcritos no tecido tumoral quando comparadas com o

tecido normal.

Como ja descrito, a superexpressao de cicloxigenase-2 é encontrada em
muitos tipos de cancer, incluindo o cancer de pulm&o.“®8#) Em NSCLC, COX-2
€ mais expressa em adenocarcinomas e carcinoma de células escamosas.®®
Muitos estudos indicam que a COX-2 parece desempenhar um importante papel
na carcinogénese e tumorigénese. Esta superexpressao da COX-2 tem mostrado
seu envolvimento na invasdo, angiogénese e anti-apoptose através da produgao
da prostaglandina E,.8° Além disso, outros estudos relatam que os AINES
reduzem significativamente o risco, tamanho e disseminacédo de diferentes tipos
de cancer.®®) Alguns pesquisadores também sugerem que os AINES possuem

efeito sobre o carcinoma epidermdide em diferentes regides do corpo.®"%?

Hida e colaboradores (1998), através da técnica de imuno-histoquimica de
amostras de tumores colorretal, verificaram que a expressao da COX-2 estava

associada com o grau invasivo e fendtipos mais agressivos da doenga,
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especialmente em adenocarcinomas, o que reforga nossos resultados em cancer
de pulmao, onde utilizando técnica quantitativa, 82% das amostras que
apresentaram maior expressao de COX-2 em relacdo a tecido normal eram de
adenocarcinomas e carcinomas epidermoides. Aliado a estes resultados, Achiwa
e colaboradores (1999) também reportaram aumento da expressao de COX-2 em
adenocarcinomas de pulmao. Quanto ao estadiamento, 91% das amostras que

tiveram maior expressao de COX-2, possuiam a doenca localizada.

Em 1999, Ochiai e colaboradores, também mediram a expressao de COX-
2, por PCR em tempo real, em 76 amostras, incluindo tumores primarios de
NSCLC, tecido normal e linfonodos, e verificou que a expressao de COX-2 no
tecido tumoral foi significativamente maior do que no tecido normal,
principalmente em adenocarcinomas e carcinoma escamoso. Ja em relacdo aos
linfonodos correspondentes ao tumor nao houve diferenga significativa, indicando

que a COX-2 pode estar associada com a carcinogénese do NSCLC.

Em 1999, Achiwa e colaboradores foram os primeiros a mostrarem um
prognostico significante associado a elevada expressdo de COX-2 em canceres
humanos. Em contraste Marrogi (2000), ndo encontrou associagdo entre a
elevada expressdo de COX-2 em pacientes com NSCLC e seus resultados

clinicos.

A producdo de COX-2 pela ativagcao de EGFR, ativacdo do promotor de
COX-2 pela ativacdo do heterodimeros HER2/HER3 e a estimulacdo da

transcricdo de COX-2 pela formagao do complexo HER2, tem proposto uma
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ligagdo entre COX-2 e o sistema EGFR.®%%%) Estes dados se assemelham com
os dados obtidos no nosso estudo, onde encontramos uma correlacao forte de

78% entre esses marcadores.

Em um trabalho recente, Kawano (2008), verificou a expressao de HER-3
em cancer de pulmao, através da PCR em tempo real, encontrando diferenca
significativa em pacientes do sexo feminino, ndo-fumantes e o desenvolvimento
de adenocarcinomas, mas nao encontrou diferenga entre a expressao desse gene
no tecido normal e tecido tumoral. Em contraste com os resultados obtidos nesse
trabalho, HER-3 teve maior expressdao em 81,3% das amostras de tecidos
tumorais em relacdo ao tecido normal, e, embora tenhamos encontrado uma
maior expressao desse gene em carcinomas epidermdides e adenocarcinomas
(77%) e em pacientes do sexo masculino, nossos dados ndo foram
estatisticamente significativos. Interessantemente, neste mesmo estudo de
Kawano (2008) os niveis de HER-3 foram sensivelmente maiores em pacientes
com mutagbes no EGFR do que em pacientes sem mutagcdo, dado que nao
comparamos nesta pesquisa, mas que seria de grande interesse, para que talvez

estas discrepancias fossem elucidadas.

Pawlowski e colaboradores (2000), em um estudo em cancer de mama,
quantificaram a expressao de HER-3 e de outros marcadores por PCR em tempo
real e verificou que a expressdao de HER-3 esta associada a um pior
progndstico.®®%® Segundo Travis e colaboradores (2004), esta alta expressado
aumentaria a chance de recorréncia local, e Carsten e colaboradores (2005),

afirmam que a expressédo de HER-3 esta intimamente associada com metastases
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em NSCLC. Em contraste a estes dados, os resultados de Knowlden e
colaboradores (1998) apontam a expressdao elevada de HER-3 para um

progndstico favoravel.

Holbro e colaboradores (2003) sugerem que o HER-3 estaria
frequentemente relacionado com a expressao do HER-2 e, de forma dependente,
0 HER-2 necessitaria da presenca do HER-3 para fazer a sinalizagdo. O ponto alto
do estudo de Holbro foi que, ao bloquearem a expressao de HER-3 em tumores
de mama, puderam impedir a sinalizagdo de HER-2 que estava superexpresso.
Por fim, esses investigadores sugerem a possibilidade do desenvolvimento, para
tumores de mama que possuem uma superexpressao de HER-2/HER-3, de um
bloqueio especifico do HER-3 visando diminuir o sinal de proliferagdo celular,
conferindo ao HER-3 uma importante repercussdo clinica, e uma futura
possibilidade de exercer o papel de marcador de diagnéstico, juntamente com os

outros membros, como o EGFR e o HER-2.

Nao foi possivel calcularmos a curva de sobrevida destes pacientes, uma
vez que o trabalho é prospectivo, e ndo houve nenhum 6bito até o momento, e os
pacientes continuam em acompanhamento no Hospital Sdo Lucas da PUCRS,

dado este atualizado em novembro de 2008.

Essas discrepancias podem estar relacionadas a varias hipdteses, entre
elas os métodos utilizados (semiquantitativo x quantitativo) e também a populagéo
analisada por diferentes autores no que diz respeito ao grau de diferenciagao da

doencga do paciente no momento da cirurgia.
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Acreditamos ter demonstrado o valor da COX-2 e HER3 como potenciais
marcadores para neoplasia pulmonar a serem melhor estudados e a importancia
da implementacdo da técnica da PCR em tempo real na nossa rotina, o que
tornaria mais precisa a identificacdo de biomarcadores que possam ter utilidade

clinica através da quantificagdo dos mesmos.

Sabemos que nosso estudo tem limitagdes, principalmente no que diz
respeito ao tamanho da amostra, pois iniciamos as analises com
aproximadamente 40 amostras. Variaveis como: auséncia de amostras de tecido
normal do mesmo paciente, o que nao foi obtido no inicio das coletas, exclusao de
pacientes com metastases a distancia ou recidiva tumoral e a padronizagdo do
meétodo de analise, foram as principais causas de perdas de amostras. No entanto,
nossos resultados apontam para uma significativa relagdo entre a alta expresséo
dos genes estudados e o NSCLC principalmente em direcdo ao estadiamento da
doenga.

Porém, fica claro que a utilizagdo de sistemas de amplificagcdo de genes
baseados em fluorescéncia tem aumentado significativamente a rapidez e
sensibilidade dos testes de expressdo génica. A analise de genes tem sido
utilizada experimentalmente na compreensdo de fendmenos celulares
relacionados a diferenciagao, proliferagéo e apoptose e pode também gerar dados

importantes na analise clinica e diagnosticos de lesbdes neoplasicas.

Diversos estudos continuam e sugerem diferentes desfechos da doenga em

relacdo a expressao de COX-2 e HER-3. Assim, muitos autores permanecem na
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busca do real papel destas proteinas na carcinogénese e suas implicagbes com o

prognostico e tratamento.
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6. CONCLUSOES

A investigagdo da expressdo da COX-2 e HER-3 em amostras de tecido
tumoral e tecido normal obtidos de pacientes com cancer de pulmao nao-
pequenas células (NSCLC) através da técnica de PCR em tempo real permitiu

concluir que:

- a expressao da COX-2 encontra-se mais elevada no tecido tumoral
quando comparada ao tecido normal em 68,75% das amostras analisadas nesse

estudo.

- a expressdao de HER-3 encontra-se mais elevada no tecido tumoral
quando comparada ao tecido normal em 81,3% das amostras analisadas nesse

estudo.

- Nao foi encontrada uma relagao significativa entre a expressao dos genes
COX-2 e HER-3 e as variaveis clinicas dos pacientes cujas amostras foram

analisadas nesse estudo.

- Foi encontrada forte correlagao entre a expressao da COX-2 e HER-3.
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ANEXO | — Termo de Consentimento Informado

Titulo da pesquisa: EXPRESSAO DOS GENES COX-2 E HER-3 EM CANCER

DE PULMAO POR PCR EM TEMPO REAL

I - O cancer de Pulmé&o é uma doenga muito freqiente em nosso meio, atingindo
um grande numero de pessoas. A determinacao de fatores relacionados a biologia
desta doenga podem trazer informagdes sobre sua agressividade e a capacidade
da doenca de se espalhar pelo corpo.

O objetivo deste estudo é quantificar em uma parte do tumor que sera retirado na
cirurgia, alguns elementos da biologia do tumor, chamados de marcadores
bioldgicos.

Il - Sera coletado, na cirurgia, uma parte do tumor, que sera retirado independente
da sua disposi¢ao ou ndo em participar deste estudo. Este procedimento € sempre
realizado.

lll - Nenhum desconforto, além do esperado no periodo pdés-cirurgico, podera
ocorrer.

IV - A sua participagdo neste estudo certamente contribuira para um passo na
pesquisa contra o cancer de pulméo, visto que apods este estudo pretendemos
conhecer mais sobre o comportamento desta doencga.

V - E importante ressaltar que nenhum risco pode existir e esses exames serdo de
grande importancia para estudar o cancer de mama, conforme descrito
anteriormente.

VI - Qualquer duvida quanto a este trabalho, tanto por parte do paciente, como de
qualquer familiar, sera prontamente fornecida por um dos membros da equipe
deste estudo.

VIl - Caso seja de sua vontade, podera em qualquer momento, mesmo apds ter
concordado (em um primeiro instante), desistir da participagdo no trabalho, sem
qualquer comprometimento no seu tratamento.

VIl - Garantimos que os resultados e as informagdes obtidas no estudo serédo de
total sigilo. Garantimos também que a participagdo ou ndo neste estudo nao
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influenciara em nada qualquer modificagcdo no tratamento e atencéo proposto por
seu médico assistente

IX - Os resultados da pesquisa na medida que forem sedo obtidos poderdo ser
informados a vocé.

X - Nao ha nenhum custo financeiro para a participacao neste estudo.

Xl - O material coletado, sera congelado e guardado apds a realizagao dos testes
deste estudo e poderdo servir, no futuro, para novas pesquisas ou eventuais
reavaliagbes que seu médico assistente julgar necessario.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo podera ser chamado o
Dr(a) ;

no telefone . Para qualquer pergunta sobre os
direitos como participante deste estudo, ou se ha duvida quanto a qualquer
prejuizo que ele possa ter oferecido podera ser chamado

Declaro que recebi copia do presente termo de consentimento e estou de acordo
com as explicacoes nele contidas e informada pelo
Dr(a)

Assinatura do Paciente

Assinatura do Pesquisador

Data [/




ANEXO Il

4%+ PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL )
 PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO o
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - PUCRS

Oficio n°® 086/05-CEP Porto Alegre, 14 de janeiro de 2005.

Senhor(a) Pesquisador(a)

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou
e aprovou seu protocolo de pesquisa intitulado: “Quantificagéo por PCR em tempo

real de marcadores biolégicos em cancer de pulm&o”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da

presente data.

Atenc;osamente

Prrg. Dr. D?) José Kipper

COORDENADO‘R DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dout Ana Christina de Oliveira Dias
N/Universidade
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