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INTRODUCAO

O cancro do pulmao ¢ uma das neoplasias
malignas mais frequentes e letais da humanidade,
sendo fundamental que a sua biologia seja intima-
mente compreendida, de modo que, com novas
abordagens diagnosticas e terapéuticas, se possa ul-
trapassar o espectro negativo que o seu diagnostico
ainda acarreta 3,7,24,26,38,83,86,97,100.

Foram descritas multiplas anomalias nas células
do carcinoma bronquico, estando no inicio a com-
preensdo da sua biologia celular e molecular
21,38,86,87,91,107.

O cancro do pulmao esté associado a alteragdes
genéticas, apresenta um ADN extremamente instavel,
parece ter uma origem unicelular e um progenitor
comum, revela uma heterogeneidade intratumoral
marcada, e a sua progressao pode ser vista como um
processo dindmico de divergéncia clonal que, num
contexto de seleccdo ambiental, d4 origem a um
conjunto de subpopulacdes celulares altamente
adaptadas e fenotipicamente agressivas, algumas das
quais tém capacidade de metastizagdo .

A nivel molecular podem apontar-se aberragdes
cromossomicas, expressao de oncogenes dominantes
ou perda de oncogenes recessivos/genes supressores
tumorais, e a nivel celular descrevem-se anomalias
nos factores de crescimento ou nos epitopes da
superficie celular 87",

Uma érea aliciante diz respeito ao estudo dos
mecanismos de metastizacao, os quais envolvem a
interaccdo das células malignas com a matriz
extracelular, alteracdes na adesdo das células,
producado de proteinases, intravasao e extravasao do
sistema circulatorio, colonizagdo em locais distantes
do tumor primitivo, ¢ angiogénese ***’.
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ANOMALIAS A NiVEL DA BIOLOGIA
MOLECULAR

Conceitos gerais

Para que a célula normal se torne neoplasica terdo
que ocorrer varias alteragoes/mutagdes, num contexto
genético e epigenético ainda ndo completamente
compreendido. A neoplasia maligna ira resultar da
acumulacdo de anomalias dos genes, que afectam o
crescimento e a diferenciagao das células segundo
um processo multifaseado que culmina no fendtipo
maligno. Estatisticamente, ocorrerdo 3 a 12 alteracdes
genéticas e epigenéticas até que a neoplasia se revele
clinicamente .

Esses genes incluem os protooncogenes, como
os da familia ras , que sdo componentes de vias que
transmitem sinais da superficie celular para o nucleo
(sinais de transducdo), sabendo-se que anomalias
verificadas a esse nivel levam a sua conversao em
oncogenes e determinam a desregulacdo do cresci-
mento das células; genes supressores tumorais, que
impedem a progressao do ciclo celular; genes en-
volvidos na regulagdo do ciclo celular; e genes
implicados na reparagdo do ADN *'*'.

De acordo com os conceitos actuais de carci-
nogénese, anomalias genéticas individuais ndo levam,
s6 por si, ao cancro, mas determinam desregulacao
do crescimento celular, aumentando a probabilidade
de ocorrerem alteragdes genéticas adicionais, as quais
podem, eventualmente, culminar na emergéncia do
cancro *'.

E possivel que possam ocorrer miltiplas anomalias
moleculares sincronas, em resposta a agressao de
toxinas, como as que estdo presentes no fumo do
tabaco (Quadro I) “*8%_ que vao transformar a célula
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QUADROI

Fumo do tabaco*: Carcinogénios**

Carcinogénios

Agentes modificadores ( T

Forte evidéncia

— Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(Benzopirenos, fluoretanos e outros)

— Nitrosaminas e aminas aromaticas

Fraca evidéncia

- Po,, Cr, Cd, Ni

— Aldeidos, butadieno
—Radicais livres

Co-carcinogénios (Catecois)

Promotores tumorais (Fenois e
outros)

Aldeidos toxicos (Acroleina)

Dieta rica em gorduras

* 4000 produtos quimicos; ** 60 carcinogénios respiratorioS

pulmonar normal em célula cancerosa.

As células alvo da transformagdo neoplésica
encontram-se rodeadas por outras células e por matriz
extracelular. A matriz extracelular e multiplas
moléculas existentes em circulagdo vao comunicar
com aquelas células por intermédio de receptores
(como os receptores para os factores de crescimento),
de moléculas de adesdo (como as caderinas), e de
integrinas. Quando um sinal de transdugao atinge a
célula, sdo activadas diferentes vias, que culminam
em alteracdes dramdticas que podem afectar o
citoesqueleto, a morfologia e a migracao. Eventual-
mente, aquele sinal pode ser transmitido ao nicleo e
da-se a activag@o ou a supressao de certos genes, 0
que determina a transformag@o maligna *".

Nesta altura ocorrem alteragoes nos mecanismos
homeostaticos internos da célula neoplésica e no
microambiente envolvente, a populagdo celular
maligna multiplica-se e pode metastizar e colonizar
locais distantes. Para que tal suceda tem que dar-se
invasao local, com alteracoes na adesividade das
cé¢lulas tumorais, producdo de proteinases,
mobilizacdo das células, intravasao e extravasao do
sistema circulatorio, implantacdo em locais distantes
e angiogénese nesses pontos de colonizagao.

O conhecimento de anomalias moleculares
gengéticas, especificas de determinadas neoplasias
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malignas, tem potencialidades clinicas ainda ndo
exploradas na pratica didria, como o diagndstico
precoce em individuos de alto risco para o cancro do
pulmao pela pesquisa dessas anomalias na
expectoracdo ou no liquido de lavagem
broncoalveolar dos doentes, como indicador de
recidiva em doentes com carcinoma pulmonar nao
de pequenas células (CPNPC) operados em estadios
I ouII, como orientador de terapéuticas adjuvantes
a cirurgia, na selec¢do da terapéutica mais activa na
doenga localmente avangada ou metastatica, na
detec¢do da recorréncia tumoral ap6s uma
terapéutica oncostatica eficaz, como factor de
prognostico biologico, ou como suporte a terapéutica
génica 21197,

Anomalias cromossémicas. Activacao das
telomerases

No cancro do pulmao, tém sido descritas varias
anomalias cromossomicas. Nos CPNPC, referem-
-se aberracdes cromossdmicas em 3p, 8p, 9p, 11p,
15p e 17p, com delecgdes cromossomicas 7, 11, ou
19, e nos carcinomas pulmonares de pequenas células
(CPPC) —que, contrariamente ao que acontece com
amaior parte daqueles, manifestam caracteristicas
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neuroendocrinas — indicam-se anomalias cromos-
soémicas em 1p, 3p, 59, 6q, 8q, 13qou 17p .

Uma das primeiras constatagdes citogenéticas no
cancro do pulmao reportou-se ao achado frequente
de delecgdes cromossomicas na regiao 3p14-23 no
grupo dos CPPC, que se estendeu posteriormente
aos CPNPC 7486116 A deleccdo do brago curto do
cromossoma 3 [3p( 14-23 )] é uma das anomalias
cromossomicas mais consistentes no cancro do
pulmado *"#*1%2 encontrando-se perda de alelos em
3p, em mais de 90 % dos CPPC e em cerca de 50 %
dos CPNPC 746,

As delecgoes do brago curto do cromossoma 3
sdo eventos criticos na patogénese do cancro do
pulmao, tendo sido demonstrado que as perdas de
alelos ocorrem em fases muito precoces, em estadios
pré-neoplasicos, em situacdes de hiperplasia epitelial,
de displasia e de carcinoma in situ 5112, Além
disso, as delecgdes citogenéticas do brago curto do
cromossoma 3 foram detectadas em mucosa
bronquica aparentemente normal, localizada em
pontos distantes do tumor, por vezes em multiplas
lesoes distribuidas pelo epitélio respiratorio dos
bronquios, bronquiolos e alvéolos, € a sua persisténcia
tem sido relacionada com a evolu¢do da doenca 2,

A observagdo de alteragdes 3p em lesdes pré-
-invasivas dos bronquios sugere que um ou mais
genes supressores tumorais poderao funcionar como
protectores face a carcinogénese bronquica, ¢ €
consistente com a evolugdo multifaseada desta
mesma, perante a agressao cronica de carcinogénios
como os que constituem o fumo do tabaco, do que
resulta a possibilidade de se desenvolverem focos
neoplasicos multiplos e separados 571192, Os
ensinamentos destas constatagoes poderao contribuir
para o diagndstico precoce do cancro do pulmao,
incluindo em material esfoliado a partir da arvore
bronquica >’+'12,

Na patogénese dos CPPC poderdo estar
envolvidos, pelo menos, 3 genes supressores tumo-
rais ¥. Recentemente, o gene FHIT (fragile histi-
dine triad) foi localizado em 3pl14.2, tendo-se
verificado que cerca de 80 % dos CPPC e de 40 %
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dos CPNPC revelam alteragdes desse gene "%,

A suaperda pode provocar a estimulagdo da sintese
e da proliferagdo de ADN. Deste modo, o gene FHIT
podera representar um dos potenciais genes
supressores tumorais localizados no cromossoma 3p,
que estdo envolvidos na patogénese dos CPPC e dos
CPNPC, dada a sua especial susceptibilidade a
alteracOes induzidas pelos produtos quimicos do fumo
do tabaco %1%,

O gene FHIT parece ser um alvo preferencial
da agressao tabagica a nivel molecular *2, podendo
vir a ser utilizado como marcador de lesao precoce
em grupos de risco para o cancro do pulmao, como
os dos grandes fumadores, e constituir fonte futura
de interven¢ao com fins terapéuticos, a semelhanca
do que ja esta a ser estudado com a p53 278384,

Embora com menor consisténcia, tém sido
descritas outras alteragdes genéticas. Nos CPNPC
refere-se a perda do cromossoma 8p (21.3-22) em
cerca de 50 % das amostras estudadas 7"-%. Perdas
genéticas em 9p (21-22) poderdo envolver os genes
supressores tumorais p16 (MTS1/pl16 ™44) e pl5
(MTS2/p15 ™K4B) "o que ocorre em 67 % dos casos
6592 Perdas genéticas em 11p (p13 e p15) podem
envolver o gene supressor do tumor de Wilms na regido
p13, o que pode afectar 20-46% das amostras . Os
CPPC revelam perdas pouco frequentes em 9p, mas
mais que os CPNPC em 3p, 5q, 13qe 17p ™.

Os telomeros sdao eclementos genéticos
importantes na estabilidade e fidelidade da replicagdo
dos cromossomas. Os mais longos sdo encontrados
nas c€lulas germinativas e na maior parte das células
cancerosas, por via do enzima telomerase, o que
provavelmente explica a capacidade destas células
se multiplicarem indefinidamente '2! 8286,

A actividade das telomerases tem sido
relacionada directamente com o fenotipo maligno e
metastatico num largo conjunto de tumores sélidos,
incluindo os carcinomas bronquicos **%2. E necessaria
areactivagdo da expressao das telomerases para que
se dé a proliferacdo continua e a imortalidade das
células cancerosas, podendo a sua desregulacao
ocorrer nas displasias epiteliais bronquicas pré-neo-
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plasicas, o que pressupde o seu envolvimento em
fases precoces da carcinogénese bronquica *. Ao
medir a actividade das telomerases no cancro do
pulmao, constata-se que cerca de 100 % dos CPPC
e 80-85 % dos CPNPC sao telomerase-positivos *°.

Uma alta actividade das telomerases foi
associada a um alto indice de proliferagdo celular e
a estadios anatomicos mais avangados de CPNPC 2,
Por outro lado, a actividade das telomerases e/ou a
expressao da componente ARN das telomerases
humanas estao frequentemente desreguladas no car-
cinoma in situ, o que € mais um argumento a favor
do seu envolvimento precoce no processo multifa-
seado da carcinogénese bronquica ''®.

Dado que a activagao das telomerases é essen-
cial para o crescimento a longo prazo de muitas
neoplasias malignas, ¢ aliciante postular-se que a sua
inibicdo poderéd constituir um importante alvo
terapéutico *?!. Também podera constituir um
marcador de cancro do pulmao 2"'.

Oncogenes e genes supressores tumorais

Os marcadores moleculares genéticos estdo a ser
intensamente estudados no cancro do pulmao,
podendo vir a ter importancia clinica em varias areas,
a saber ?’*’: com fins diagnosticos, na suspeita de
cancro do pulmao, podendo fazer-se a sua pesquisa
em produtos de bidpsias, em fluidos, como o liquido
de lavagem broncoalveolar, ou na expectoragao; no
rastreio de cancro em individuos assintomaticos; para
melhor caracterizac¢do do estadiamento patologico
da doenga, ao permitir a detec¢do de micrometas-
tases; com fins progndsticos, baseando-se na
presenca ou auséncia de determinadas anomalias
gengéticas especificas; para o diagnostico precoce de
uma recidiva tumoral, apds a institui¢ao da tera-
péutica; na definicdo de candidatos a terapéuticas
adjuvantes; para implementacao de novos alvos
terapéuticos.

Foram descritas quatro categorias de genes cujas

QUADROII

Anomalias genéticas e moleculares no cancro do pulmao

Genes Mutagio Expressao anormal (%)
CPNPC CPPC
Oncogenes
K-ras Mutagao pontual 30 NR
myc Amplificagdo do ADN 10 10-40
c-erbB-2 Aumento da expressao 25 NR
bcl-2 Expressdo da proteina 25 NR
Genes supressores tumorais
3p Delecgédo 50 90
Rb Delecgao, expressdo alterada
da proteina, fosforilagao 15 >90
p53 Delecgdo, mutagdo pontual,
aumento da expressao 50 80
pleikea Expressdo da proteina 60 NR
NR- ndo referenciada
Novembro/Dezembro 2002 Vol. VIIIN.° 6 659
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anomalias podem relacionar-se com o cancro do
pulmdo, os oncogenes dominantes, 0s genes
supressores tumorais, os genes do metabolismo
carcinogénico e 0s genes da resisténcia a quimio-
terapia 'S

Tem sido investigada uma variada expressao
oncogénica nos CPNPC e CPPC, que incide sobres
as duas formas de oncogenes descritas, os onco-
genes dominantes e 0s genes supressores tumorais
17,86,91 .

Os oncogenes dominantes, como ras, myc, Her-
2/neu ou bcl-2, exercem o seu efeito ultrapassando
a fung¢do do crescimento celular normal, enquanto
0s oncogenes supressores tumorais o fazem
controlando aquele crescimento. Uma vez na
presenca de deleccdo de oncogenes supressores
tumorais como p53, Rb, pl 6™k e p15™NK4B "ou de
genes do cromossoma 3, os mecanismos normais de
controlo ja ndo sdo possiveis

Nenhum dos genes foi implicado, em 100 % dos
casos, na etiologia do cancro do pulmao (Quadro IT) .

O gene K-ras e os seus relacionados, os genes
N-ras e H-ras tém localizagdo cromossomica em
12p13 e codificam proteinas p21, que se ligam a
camada superficial da membrana celular, tém
actividade GTPase e estdo envolvidas no sinal de
transdugdo e na proliferacdo celular 72141,

As mutacdes K-ras sdo frequentes nos CPNPC,
especialmente nos doentes fumadores, aparecendo
em mais de 30-50 % dos casos de adenocarcino-
mas, nao tendo sido descritas nos CPPC nem nos
tumores carcinoides, pelo que deverdo desempenhar
um papel importante na formacao dos adenocarci-
nomas do pulmio 24869115 O aumento da sua
expressao correlaciona-se com um decréscimo na
sobrevida dos doentes, especialmente nos tumores
ressecados 3241:86.96,

As mutagdes ras poderdo afectar a resposta a
quimioterapia e a radioterapia, conforme foi demons-
trado experimentalmente %, Nos adenocarcinomas,
em estadios avangados (III e IV), alguns autores
ndo encontraram diferencas progndsticas na
presenga ou auséncia de mutagdes ras *-%, Recen-
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temente, neste grupo histologico foram descritas
mutacdes K-ras nos tumores parenquimatosos mas
ndo nos de localizagdo bronquica '®.

Representardo um dos varios mecanismos
envolvidos no processo multifaseado da carcino-
génese bronquica e da metastizagao, ocorrendo desde
a fase de displasia grave, ndo espantando terem sido
encontradas varios anos antes da neoplasia se
manifestar clinica e radiologicamente *'-*. Esse facto
tem estimulado estudos (do liquido de lavagem
broncoalveolar, secregdes bronquicas e expecto-
racdo) nos sentido da sua aplicacdo clinica, para se
alcancar o diagndstico precoce de cancro do pulmao
em individuos assintomaticos mas, na pratica, tal ainda
ndo ¢ rentavel 27482,

Também se encontram em investigagdo estra-
tégias de terapéutica génica (com ribozimas, inibidores
da farnesil-transferase ou oligonucleétidos antisense)
no sentido de inibir o crescimento tumoral interferindo
com a expressdo deste oncogene e respectiva
proteina (p21) '. O sinal de transdugao ¢ catalisado
pela farnesil-transferase, cuja inibicao podera impedir
o crescimento das neoplasias que se acompanham de
mutacdes K-ras, o que estd a ser testado em
protocolos de investigagao clinica com produtos como
0 SCH 66336 ouo Jansen C111577 .

Os oncogenes dominantes da familia myc, C-myc,
N-myc e L-myc, com localizagdo cromossomica,
respectivamente em 8q24, 2p23-24 e 1p32, estdo
comprometidos na regulacdo da transcrigao 4450,
O mecanismo geral de activacdo ¢ a amplificacao
do gene, com o consequente aumento de expressao,
sendo aquela amplificacdo um evento precoce no
processo de desenvolvimento tumoral 46, A sua
anormal expressao ¢ pouco frequente nos CPNPC
(10 %) e variavel nos CPPC (10 a 40 %) ¥#7. As
anomalias do N-myc e do L-myc s6 costumam ocorrer
nestes ultimos, enquanto a activagao do C-myc pode
ser demonstrada tanto nos CPPC como nos CPNPC
1691 Nos CPNPC, o seu significado prognostico tem
sido motivo de discussdo, podendo apresentar
diferencas geograficas, parecendo que nos CPPC a
amplificacao do gene C-myc se acompanha de um
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efeito negativo na sobrevida dos doentes %", Tal
com referido em relagdo aos oncogenes da familia
ras, também a sua inibicdo com estratégias de
terapéutica génica poderd inibir o crescimento
tumoral e das suas metastases, o que ja foi
demonstrado experimentalmente, nomeadamente
quando em associacdo com farmacos como o
cisplatinum '°.

Contrariamente aos genes que sofreram
mutagdes, delecgdes ou rearranjos, € que estido
presentes nas células neoplasicas, os chamados
genes de classe II, como os da familia myc, ndo se
encontram alterados a nivel do ADN, mas afectam
o fendtipo das células hospedeiras por compromisso
da sua expressdo ?’. E possivel a utilizagio destes
genes como marcadores de células tumorais, mas
requer um maior esfor¢o, dado que tem de utilizar-se
métodos quantitativos, ndo bastando a sua deteccao
qualitativa, como acontece com os primeiros *’. Um
avango podera constituir a quantificagao das alteragdes
da expressao dos genes pela técnica real-time PCR,
mas sao necessarios mais estudos para avaliar se tal
terd algum impacto na detec¢do, monitorizacao e
prognostico dos carcinomas bronquicos *’.

O oncogene c-erbB-1, com localizagdo cromos-
somica em 7p13, relaciona-se com o receptor do
factor de crescimento epidérmico (EGF-R), que tem
actividade tirosina quinase, enquanto o c-erbB-2,
ainda conhecido por Her2/neu, com localizagdo em
17921, codifica o produto proteico p185", também
um receptor de factor de crescimento 197,

A expressao de EGF-R no cancro do pulmao,
cujo significado prognostico ndo esta estabelecido
(pior progndstico nos c-erb-1"?7), demonstra-se nos
CPNPC (mesmo em lesdes pré-malignas), predomi-
nando nos carcinomas epidermoides (86 %), seguido
dos carcinomas de grandes células (55 %) e dos ade-
nocarcinomas (50 %), sendo de 0 % nos CPPC '°.

A expressao anormal de p185™" ndo tem sido
referida nos CPPC, ocorrendo em cerca de 25 %
dos CPNPC ##7. O aumento de expressdo de p185™
tem sido relacionado com pior prognostico nos ade-
nocarcinomas do pulmao, assim como com o aumento
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de resisténcia aos farmacos citostaticos '**. O
aumento da expressao de c-erbB-2 nas células do
epitélio bronquico fornece-lhes vantagens prolifera-
tivas, pelo que podera estar envolvido nas fases pre-
coces do cancro do pulmao *.

Tal como o EGF-R, a proteina p185™“regula a
adesao das células e a capacidade invasiva do tumor
em associacdo com o complexo caderina-catenina e
também contribui para a angiogénese '°. Encontra-
-se em estudo a aplicagao terapéutica do anticorpo
monoclonal especifico da proteina Her?2 (anticorpo
monoclonal anti-Her2) o produto trastuzumab
(Herceptin®), isoladamente ou associado a quimio-
terapia’.

O produto do oncogene bcl-2, que tem localizagao
em 18921 e é negativamente regulado pela p53, inibe
amorte celular programada, isto €, a apoptose, pelo
que as células que manifestam um aumento da sua
expressao revelam um acréscimo da sua populacao
1651 Deste modo, comporta-se como um regulador
negativo da apoptose, enquanto a proteina Bax tem
um efeito contrario 6. Tem sido referido em lesdes
displasicas graves, sendo o padrao de bcl/-2 tanto
mais aberrante quanto maior o grau da displasia '°.
Em cerca de 65 % dos carcinomas bronquicos
encontram-se células com expressdo de bcl-2 6.

O seu significado progndstico ainda nao esta
esclarecido, tendo sido referido que, num grupo de
doentes com carcinomas epidermoides, a sobrevida
foi melhor naqueles que apresentavam positividade
tumoral para o bcl-2 (bcl-2") , enquanto numa série
de doentes com CPPC submetidos a quimioterapia
a sobrevida foi inferior no grupo bcl-2* 6. Outro
estudo referiu melhor prognoésticos nos doentes com
CPNPC que revelavam bc/-2* ( e ainda melhor nos
estadios I e II), ou a associagdo bcl-2* e p53-
(contrariamente ao que acontecia com os bcl-2" e
p53*; isoladamentea presencga de p53 ndo se relacionou
com a sobrevida) ™. Outros autores referem o seu
envolvimento nos mecanismos de resisténcia aos
farmacos citostaticos e as radiagoes, estando a ser
investigada a sua inibi¢cdo com oligonucle6tidos
antisense, com fins terapéuticos '°.
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Outros oncogenes descritos no cancro do pulmao
incluem: c-fos, c-jun, c-myb, que codificam factores
de transcrigao nuclear; c-raf, uma proteina citoplas-
matica; e c-fins e c-src, proteinas tirosinaquinase da
membrana celular . Em geral, o grupo histologico
envolvido ¢ o CPPC, e a anomalia do oncogene
relaciona-se, predominantemente, com a sua expressao,
referindo-se que o oncogene raf-1 podera ter uma
importancia especial no desenvolvimento daquele tipo
de tumores pela sua localiza¢do no brago curto do
cromossoma 3, no locus 3p25 7.

No processo de desenvolvimento do cancro, em
contraste com o ganho de fungao caracteristico dos
oncogenes, costumam perder-se as fungdes dos
genes supressores tumorais, também chamados anti-
-oncogenes ou recessivos.

Viarios genes supressores tumorais tém sido
apontados como importantes no cancro do pulmao,
podendo citar-se como mais relevantes o p53, o
p16™%4 0 Rb (gene do retinoblastoma) e o FHIT .

O gene p53, que se localizaem 17p13.1, codifica
uma proteina nuclear que funciona como factor de
transcri¢ao e bloqueia a progressao celular intervindo
no ciclo celular, tardiamente, na fase G1, sendo
considerado como o guardido do genoma 52887,
Deste modo, a proteina p53 desempenha um papel
crucial na modulagdo da resposta celular ao stress
citotoxico, regulando a paragem do ciclo celulare a
morte celular programada, sendo fundamental na
estabilidade genética e na sobrevivéncia celular 4197,

As alteragOes genéticas mais frequentemente
relacionadas com o cancro dizem respeito a
mutacdes do gene p53, que levam a perda da funcao
supressora tumoral, a promogao da proliferagao
celular, a uma instabilidade genética e a inibi¢ao da
apoptose %498691 A inactivagdo do gene p53
demonstra-se pela perda de heterozigotia e por
mutagdes no alelo restante *,

Da desregulacao da apoptose resulta um aumento
da resisténcia a quimioterapia e a radioterapia,
estando dependente de varios factores, incluindo a
actividade pré-apoptotica do gene supressor tumoral
p53 e do gene PTEN, e dos efeitos opostos do gene
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bcl-2 e da familia das proteina-quinases C ', As
mutacdes do gene p53 reflectem geralmente
exposi¢do a carcinogénios como os do fumo do
tabaco %8291,

A constatagdo de mutagdes do gene p53 em
lesdes pré-neoplésicas do pulmao e em amostras de
expectoragdo de individuos ainda sem cancro do
pulmao diagnosticado, aponta para a sua utilidade
com potencial biomarcador na detec¢do precoce
destas neoplasias malignas 7.

Cerca de 15-25 % dos doentes com cancro do
pulmao desenvolvem anticorpos contra as proteinas
p53 sugerindo que o aumento de expressdo de
proteinas p53 mutantes podera determinar respostas
imunes humorais do hospedeiro °'.

A restauracdo da expressao da p53 pode
contrariar o crescimento tumoral, induzir a apoptose
e uma maior sensibilidade tumoral a radioterapia e a
quimioterapia, o que tem sido testado em varios
protocolos terapéuticos 7-%-56:83:101.109.113,121

A frequéncia das mutagdes deste gene atinge os
45-75 % nos CPNPC € os 70-100 % nos CPPC 8295101,
tendo-se referido, recentemente, que a elevada
expressao da oncoproteina p53 podera ser um factor
de prognostico favoravel num subgrupo de CPNPC *,
0 que veio contrariar a convic¢do de que a sua
presenga teria uma correlagdo negativa com a
sobrevida dos doentes com cancro do pulmao 2",

A oncoproteina MDM2 inibe a fungdo p53, sendo
a o aumento da sua expressao, por amplificacao do
gene MDM2, mais vezes referida nos adenocarci-
nomas, o que se pode traduzir por uma discreta
melhoria no prognostico de doentes operados em
estadios precoces .

O gene Rb, localizado na regido cromossdmica
13q14.11, ¢ importante na regulacao do ciclo celular
na fase GO/G1. Em mais de 90 % dos CPPC e em
cerca 15-20 % dos CPNPC, existe deleccao deste
gene supressor tumoral, podendo a sua presenca ser
um sinal de mau prognostico no cancro do pulmao,
facto que ndo é consensual 622334214119,

Certas células de cancro do pulmao apresentam
uma delecgao caracteristica do cromossoma 9p21,
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QUADROIII
Anomalias genéticas major no cancro do pulmao e sua relagdo com os grupos histologicos (Adaptado da referéncia *)

Anomalias CPPC CPNPC
Cromossoma 3p, perda de heterozigotia ++++ +4++
Cromossoma 5q, perda de heterozigotia +++ ++
Mutagdo p16, associada a perda de heterozigotia 9p - ++
Mutagdo p53, associada a perda de heterozigotia 17p +++ ++
Mutagdo Rb, associada a perda de heterozigotia 13q +++ +
Amplificagdo L-myc, com ganho 1p + -
Amplificagdo N-myc, com ganho 2p + -
Amplificagdo c-myc, com ganho 8q + +

+ expressdo minima; + + expressdo moderada; + + + expressdo elevada; + + + + expressdo muito elevada; — sem expressdo.

o que se relaciona com a presenga, nesta regiao, de
dois genes supressores tumorais importantes,
conhecidos por p16™&* (CDKN2 ou MTS) e
p15™K4B A sua frequéncia no cancro do pulmao é
variavel, tendo-se referido, em linhas celulares, uma
correlacdo inversa entre a expressao de pl6 e de
Rb, o que pressupde um papel importante destas
proteinas na supressdo do crescimento celular ">52%7.

A proteina p16™*** ¢ um modulador do ciclo
celular que parece regular a fungao de Rb, estando
frequentemente alterada nos CPNPC e s6 muito rara-
mente nos CPPC ?'. Nestes tumores encontram-se
mutagdes de Rb com p16 intacto, enquanto nos
CPNPC se encontram alteragdes na expressao de
p16 com Rb intacto *.

Foi sugerido que as mutagdes p16™**no cancro
do pulmao poderiam relacionar-se com a progressao
tumoral, pois descreveu-se uma maior frequéncia
dessas alteragdes nos depdsitos secundarios do que
nas lesdes primitivas, mas ainda é controverso o seu
significado prognostico *'.

O gene FHIT, com localizagdo cromossomica em
3p14.2, revela alteracdo da sua transcricdo em 40 %
dos CPNPC e em 80 % dos CPPC ?'. Foi detectada
perda de expressao da proteina Fhit em cerca de 50 %
dos CPNPC, incluindo cancros em estadios muito
precoces de fumadores e em lesdes pré-neoplasicas,
0 que sugere um envolvimento muito precoce na
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carcinogénese bronquica, mas o seu verdadeiro papel
ainda esta por esclarecer ?'.

Outro gene supressor tumoral eventualmente
comprometido na carcinogénese bronquica seria o
DMBTI1, com localizacdo cromossémica em
10g25.3-926.1, uma regido em que se constata
frequentemente perda de heterozigotia no cancro do
pulméo ?!. O mecanismo da sua inactivagio ainda
nao estd compreendido, mas aquela tem sido referida
em CPNPC e em CPPC, pelo que se sugere que
possa desempenhar um papel relevante no desenvol-
vimento do cancro do pulmao.

Como se pode inferir do que temos vindo a
afirmar, existem diferengas a nivel molecular entre
0s varios subtipos histoldgicos do cancro do pulmao.

Em termos gerais, os adenocarcinomas diferem dos
carcinomas epidermoides pela maior percentagem de
mutagdes K-ras (11-56 % vs 0-5 %) e de aumento de
expressao Her2/neu (42-70 % vs 30 %), assim como
pela menor frequéncia de mutagdes p53 (13-46 % vs
26-83 %) e de anomalias p16 (20-46 % vs 40-80 %)
197_Os carcinomas de grandes células t€ém um perfil
molecular intermedidrio entre os carcinomas epider-
moides e os adenocarcinomas, excepto no que se
refere as mutacdes do gene p53, que sdo mais fre-
quentes nesse grupo histologico '77.

A grande diferenca molecular entre os CPNPC e
os CPPC ¢ a auséncia de mutagoes K-ras nestes ulti-
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QUADRO1V
Alteragdes moleculares nos tumores pulmonares neuroendocrinos
Alteracao Carcinoide tipico/atipico Carcin. Neuroendécrino CPPC
Grandes Células (CNEGC)
Aumento de expressao p53 0% 36 % 55% 51 %
Mutagdo p53/perda de heterozigotia 0% 14 % 52% 79 %
Perda de expressao Rb 0% 0% 67 % 98 %
Perda de heterozigotia 3p 40 % 73 % 83 % 88 %

mos (15-30 % nos CPNPC), com a alta incidéncia de
anomalias no gene Rb nos CPPC em relagdo aos CPNPC
(90 % vs 15-30 %) '7. Outra diferencga refere-se a
amplificagdo do gene L-myc nos CPPC (15-30%) .

No que diz respeito aos tumores neuroendécrinos %,
as anomalias moleculares vao-se tornando mais
frequentes a medida que se caminha dos carcindides
tipicos para os atipicos, destes para os carcinomas
neuroenddcrinos de grandes células (CNEGC) e,
finalmente, para os CPPC (Quadro IV) 1%,

A expressao do gene Rb, determinada por métodos
imuno-histoquimicos, pode revelar-se um util adjuvante
diagnostico a microscopia dptica, pois estd ausente em
grande parte dos CPPC e CNEGC e presente na
grande maioria dos carcindides tipicos e atipicos
(Quadro IV) '°. De modo semelhante, o aumento de
expressao de p53 nao ¢ observado nos carcindides
tipicos, sendo progressivamente mais frequente nas
formas mais agressivas de tumores neuroendocrinos
7. Os carcindides atipicos que mostram um aumento
de expressdo desse gene t€ém um pior prognostico 7.

Mutagdes pontuais do gene p53 poderao ser tteis
para distinguir tumores pulmonares metacrones de
lesdes metastaticas, pois aquelas mutacdes sdo
especificas dos tumores e encontram-se conservadas
nas suas metastases '’. Sabe-se também que os
tumores que revelam aquelas alteragdes sao sensiveis
aacc¢ao do taxdide paclitaxel, enquanto outros agentes
citostaticos nao se mostram activos nesses casos, pelo
que a sua caracterizacdo podera ter utilidade na
definicdo da terapéutica a propor *+1%7.
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Uma das principais razdes da faléncia terapéu-
tica nos carcinomas pulmonares ¢ a emergéncia
da resisténcia aos farmacos citostaticos, que nos
CPPC costuma ser adquirida enquanto nos CPNPC
¢ habitualmente inata, constatando-se em qualquer
um dos grupos histolégicos que, mesmo apds
resposta a uma terapéutica de primeira linha, aquela
resisténcia costuma revelar-se na recidiva tumoral.

Existem varias razdes plausiveis para esse
facto, podendo uma delas estar relacionada com a
expressao do gene da multirresisténcia aos
farmacos (MDR1), o que tem sido demonstrado in
vitro, mas in vivo tem sido dificil correlacionar a
sua expressao com a sensibilidade aos farmacos
2681 Outros mecanismos de resisténcia incluem
uma capacidade aumentada de reparar o ADN,
especialmente em caso de recidiva dos CPNPC, e
o aumento de expressao da topoisomerase I1, que
¢ alvo de agentes como o etoposido ¢ que ¢
necessaria a replicagdo do ADN .

ANOMALIAS A NIVEL DA BIOLOGIA
CELULAR
Anomalias dos factores de crescimento

Para além das anomalias dos oncogenes, temos
que levar em consideracdo a importancia dos
factores de crescimento na biologia das células

neopléasicas, os quais desempenham um papel cru-
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cial na regulago da sua proliferagao, diferenciacao
e morte, interferido ainda na neo-angiogénese ',

Nos CPPC, as células neoplasicas produzem
péptidos neuroenddcrinos (neuropéptidos), como o
péptido relacionado com a gastrina (GRP), respon-
dendo a eles de um modo autdcrino ou paracrino '647,
Outros factores de crescimento anormais nos CPPC
poderao incluir o factor de crescimento insulina-/ike
(IGF), a angiotensina, a endotecina, a serotonina, a
bombesina, a substancia P, a substancia K, a vaso-
pressina e a transferrina '6%.

Dado que produzem varios factores de cresci-
mento, a inibi¢ao de um deles tem pouco significado
no bloqueio da proliferacao celular, pelo que estdo a
ser desenvolvidos antagonistas de largo espectro dos
neuropéptidos, sobre os quais se depositam grandes
esperangas na terapéutica dos CPPC *°.

Nos CPNPC, factores como o factor de cresci-
mento epidermoéide (EGF), o factor de crescimento
insulina-/ike (IGF), o factor de crescimento derivado
das plaquetas, e o factor de crescimento transfor-
mador a e b (TGF-a e TGF-b) poderdo estar envol-
vidos na resposta anormal da célula neoplasica '64>%,

Alguns deles desempenham um importante papel
na patogénese e na progressao do cancro do pulmao,
mesmo em fases muito precoces como na de meta-
plasia e na de displasia '¢***% estando em estudo a
sua inibi¢do com fins terapéuticos, por exemplo, com
inibidores dos receptores da tirosina quinase do fac-
tor de crescimento epidérmico (ZD 1839 ou OSI
774) ou com anticorpos monoclonais para o factor
de crescimento epidérmico (IMC 225 ou ABX-
-EGF)".

Todos os grupos histoldgicos de cancro do pulmao
expressam receptores nicotinicos com propriedades
de receptores de acetilcolina e uma variedade de
receptores opidides capazes de produzirem péptidos
opiodides *°. Estes podem inibir o crescimento das
células do cancro do pulmao e induzir apoptose .
Embora a nicotina ndo pareca, por si so, estimular o
crescimento da maioria das células do cancro do
pulmao, pode antagonizar o efeito apoptotico dos
opioides pelo que € possivel que a nicotina inalada
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com o fumo do tabaco possa desempenhar um papel
na patogénese do cancro ao inibir a apoptose .

Epitopes da superficie celular

As células do cancro do pulmdo apresentam
diferentes epitopes da superficie celular, tendo
havido, recentemente, a tentativa de agrupar os
antigénios encontrados naquela superficie de um
modo semelhante ao que se fez com os leucoécitos.
Como consequéncia, descreveram-se 15 agrupa-
mentos para os anticorpos que reagem contra as
células pulmonares normais e contra as células do
cancro do pulmio (Quadro V) 33219519 Como
exemplo, apontam-se as moléculas de adesdo das
células neuronais (NCAM), que se expressam nas
dos CPPC e que foram incluidas no grupo 1
(CL-1) ¥. Em termos gerais, as moléculas de adesao
sdo importantes na comunicagao intercelular e entre
as células e a matriz extracelular, e num estado
patologico poderdo desempenhar um importante papel
na invasao tumoral € no processo de metastizacao.
Em alguns estudos, 100 % dos CPPC reagem com
os anticorpos NCAM, enquanto s6 9 % dos CPNPC
o fazem *%.

As células do cancro do pulmao também podem
exprimir antigénios do grupo sanguineo ABH, o que
parece ter significado prognostico. A expressao do
antigénio A do grupo sanguineo parece conferir
melhor prognostico aos doentes com CPNPC * . O
antigénio H/Le’ /Le® relaciona-se com o antigénio H
do grupo sanguineo, estando a sua expressao elevada
em certos casos de cancro do pulmao *”. A expressao
deste antigénio parece relacionar-se com a deleccao
dos antigénios A e B do grupo sanguineo. Alguns
estudos demonstraram que cancros em que essa
delec¢do ocorre apresentam maior capacidade
invasiva e, deste modo, pior progndstico , o que
ndo ¢ corroborado por outros *.

Segregados pelas células e lancados para a
circulagdo, alguns desses antigénios poderao servir
para o serodiagnostico, para a monitorizacao da
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QUADROV
Antigénios de superficie no cancro do pulmao

Grupo (CL) Descricio
e CL-1 - Molécula de adesdo das células neuronais (NCAM).
Glicoproteina presente na maior parte dos CPPC e
em alguns CPNPC.
Marcador neuroenddcrino (NE).
e CL-1C - Intracelular. Presente em CPPC. Marcador NE.
e CL-2 - Glicoproteina epitelial.
Presente em neoplasias epiteliais como CPNPC
ou CPPC.
e CL-4 - Antigénio de activagao leucocitaria.
Encontrado no CPPC.
o CL-5A - Sialoglicoproteina. Presente em cerca de 50% dos
CPPC (n2o nos CPNPC).
* CL-6 - Glicolipido LE ¥. Nos CPPC/CPNPC.
e CL-W7 - Mucina de alto peso molecular.
Presente no CPNPC.
e CL-8 - Mucina de alto peso molecular.
Presente no CPNPC.
¢ Cl-9 - Mucina. Presente nos tecidos epiteliais.
Presente nos CPPC e CPNPC.
e CL-10 - Proteina neuroenddcrina especifica.
Marcador NE. Presente nos CPPC.
e CL-11 - Proteina de superficie celular (40 KD).
Presente nos CPNPC.
e CL-12 - Receptor do 4cido folico.
Presente nos CPNPC.
e CL-14 - Receptor EGF, p185 .
Presente nos CPNPC.
e CL-WI15 - Antigénio das células mesoteliais.

Presente nos CPNPC.

resposta a terapéutica ou, mesmo, como alvos Marcadores tumorais

terapéuticos *°.

Algumas sindromes paraneoplésicas neuroldgicas
descritas no cancro do pulmao podem ser devidas a
reac¢des autoimunes partilhadas entre os antigénios
tumorais € o SNC, como ¢ o caso da sindrome de
Eaton-Lambert que ocorre no CPPC %%
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Os marcadores séricos do cancro do pulmao
incluem hormonas, fetoproteinas, antigénios da mem-
brana da superficie celular e enzimas, sendo uteis no
estadiamento e no follow-up da doenca. Uma
descida no nivel sérico do biomarcador acompanha,
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QUADRO VI
Tabaco e cancro do pulméo

. Fumo do Tabaco

(Duragdo, Intensidade, Profundidade da inalag@o,
Susceptibilidade genética)

Obstrugdo traqueobronquica
¢ das v.a. bronquiolares

| >

Amplificacdo c-myc; mutagio
K-ras; perda de genes
supressores tumorais

(RD, p53, deleccao 3p)

Agressdo inflamatoria do
parénquima pulmonar

< l

¢ Iniciadores genotdxicos

(nitrosaminas, hidrocarbonetos aromat. policiclicos,...)
¢ Co-carcinogénios (catecois,... )
¢ Promotores (aldeidos, peroxidos,...)

!

Factores de

crescimento
autocrinos

Cancro do Pulmio

em geral, a resposta a terapéutica, enquanto uma
subida pode anteceder, em meses, uma recidiva
tumoral.

O CEA (antigénio carcinoembriondrio) e o
CA-125, sdo particularmente Uteis no cancro do
pulmao ¥”. Num estudo, foi demonstrado o aumento
de ambos os marcadores em metade dos doentes
com CPNPC ou CPPC *. A neuroenolase especifica
(NSE) e a cromogranina-A, marcadores de diferen-
ciagdo neuroendocrina, sdo mais uteis nos CPPC #,
Outros marcadores, que se t€ém revelado de inte-
resse, em casos particulares, incluem hormonas (como
aACTH ouaHAD), 0 CA 19-9, o antigénio polipéptido
tecidular (TPA), o Cyfra 21-1, o SCC, ou as
moléculas de adesdo da superficie das células neuro-
nais (NCAM) ¥, Alguns deles revelam valor prognos-
tico no cancro do pulmao, especialmente se apresentam
valores elevados na altura do diagndstico *.
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Tem sido estudada a importancia da detecgdo e
quantificagdo de alteragcdes genéticas nas células
epiteliais localizadas no tracto respiratdrio, medula
ossea, sangue periférico ou ganglios linfaticos, como
eventuais marcadores moleculares de cancro do
pulmao e/ou de suas (micro)metastases e do respec-
tivo impacto no diagnostico, monitorizacao e
prognostico #7, discussio que fazemos, quando opor-
tuno, em diferentes locais deste capitulo.

TRANSFORMACAO MALIGNA

No cancro do pulmao, a transformag¢do maligna
¢ um acontecimento adquirido, devendo ocorrer en-
tre 10 a 20 mutacdes somaticas para que ela se
efective 3%, Os carcinogénios (agentes responsaveis
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pela lesdo do genoma) ¢ os mutagénios (agentes
responsaveis por alteragdes genéticas), em con-
jugacdo com uma reparagdo mal sucedida e uma
replicacdo desregulada, determinam a acumulagio de
rearranjos do genoma e, eventualmente, a emergéncia
do fenotipo maligno®. Aquela transformagao ¢
determinada por uma acumulagdo sequencial de
multiplas alteragdes genéticas, que envolvem genes
cujos produtos proteicos sdo cruciais no controlo da
proliferagdo celular e na apoptose ®.

O pulmao esta continuamente exposto a uma série
de carcinogénios e mutagénios, pelo que apresenta
uma grande probabilidade de sofrer multiplas agressdes
genéticas. Dentre os agentes mais frequentemente
apontados, contam-se o raddo, os asbestos e o tabaco,
sendo este ultimo o responsavel por cerca de 85 %-
-90 % das neoplasias malignas broncopulmonares %2,
Contudo, s6 15-20 % dos grandes fumadores vém a
sofrer de cancro do pulmao, o que faz supor uma
predisposicao genética individual para que isso
acontega, especialmente quando temos em atencao
0Ss grupos etarios mais jovens .

Cerca de 50 % dos novos casos de cancro do
pulmao ocorre em ex-fumadores, que mantém um risco
maior para aquela neoplasia do que os ndo fumadores
L0 De facto, as alteragdes genéticas induzidas pelo
fumo do tabaco podem permanecer por longos periodos
de tempo, sendo responsaveis pelo cancro do pulmao
no grupo dos ex-fumadores °"!'7, A cessagao tabagica
relaciona-se com uma reducgdo de todos os grupos
histologicos de cancro do pulmao, com uma maior
reducdo dos CPPC e dos carcinomas epidermoides,
sendo este efeito mais marcado em grandes fumadores,
particularmente no sexo feminino *’.

O fumo do tabaco ¢ constituido por uma variedade
imensa de produtos nos quais se incluem carci-
nogénios, co-carcinogénios € promotores tumorais
(Quadro VI).

Existe uma predisposicdo genética para o inicio e
manutencao do habito de fumar, que se soma as bem
conhecidas influéncias sociais. Em estudos epidemio-
logicos, encontrou-se uma forte relagio entre o habito
tabagico e uma localizagdo genética no cromossoma
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5q, e uma fraca relagdo entre aquele habito e uma
localizagdo genética no cromossoma 4 %°. No que
diz respeito ao polimorfismo do gene do receptor D2
da dopamina e a sua eventual relagdo com os habitos
tabagicos, os estudos sdo contraditorios, pelo que €
prematuro tirar conclusdes definitivas %.

A predisposicao genética para o cancro do pulmao
tem sido referenciada em genes localizados no brago
curto do cromossoma 3, no cromossoma 13q (locus
retinoblastoma) e no brago curto do cromossoma 17 7%,

Descrevem-se mais de 60 carcinogénios no fumo
do tabaco, sendo indicados como especialmente impor-
tantes os da classe das nitrosaminas e dos hidrocar-
bonetos aromaticos policiclicos ****. Para exercerem
os seus efeitos carcinogénicos, em geral, necessitam
submeter-se a uma activagdo metabolica, que corres-
ponde a parte da resposta do organismo a exposi¢ao
a compostos estranhos, a qual também inclui a desto-
xificagdo metabdlica que leva a sua eliminagdo e
excrecao (Quadro VII). Um aumento da componente
relacionada com a activagdo metabolica ¢ uma
diminui¢do da que se refere a destoxificagao relacio-
na-se com um maior risco para o cancro do pulmao.

As nitrosaminas, produtos derivados da nicotina,
s30 0s carcinogénios mais abundantes no fumo do
tabaco, sendo activadas pelo sistema enzimatico do
citocromo P-450 . A sua acgdo sobre o ADN ¢
responsavel pelo aumento de mutagdes verificadas
numa larga percentagem de células epiteliais do
tracto respiratorio dos fumadores *. Pela acgdo de
enzimas, as nitrosaminas podem formar conjugados
e serem excretadas do organismo .

Os hidrocarbonetos policiclicos, benzopireno e
antraceno, constituem outra classe de carcinogénios
encontrados no fumo de tabaco, que sendo activados
pelo sistema P-450 vao lesar o ADN, determinando
mutagdes nos oncogenes da familia ras e no gene
supressor tumoral pS53, eventos major no processo
multifaseado da carcinogénese bronquica '*+''2,

Um possivel factor contributivo para o aumento
do risco de cancro do pulmdo, em familiares de
doentes com aquela neoplasia, diz respeito as
anomalias herdadas dos genes relacionados com o
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QUADRO VII
Activagado e destoxificagdo metabdlica dos carcinogénios

Carcinogénio

Enzimas de Fase [
(Familia do Citocromo P-450)

Metabolito(s) polar(es)

Enzimas de Fase I1

(GST,...)
Conjugados Electrofilos
Excregao

Produtos proteicos

Modificagdo covalente do ADN

Metabolismo sequencial
ou Reacgdes espontaneas

—>

Carcinogénese

Destoxificacdo
metabodlica

Activagdo metabdlica

metabolismo do fumo do tabaco, a que chaméamos,
atras, genes do metabolismo carcinogénico ',

Os carcinogénios representados pelos hidrocarbo-
netos policiclicos do fumo do tabaco podem ser
activados, como vimos (Quadro VII), pelo sistema
do citocromo P-450, ou destoxificados pelo sistema
da glutatido-S-transferase (GST) .

A expressao do gene citocromo P450CYPlal,
também conhecido por gene aril-hidrocarbono-
-hidroxilase (AHH), ¢ induzido pelo fumo do tabaco,
o que foi comprovado experimentalmente em linhas
celulares de cancro do pulmao, tendo-se relacionado
0s seus niveis com o aumento de alteragdes do ADN
¢ com pior prognostico dos doentes .
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O aumento do risco para o cancro do pulmao
também foi relacionado com a alta actividade do
citocromo P450CYP2D6, o que ¢ conhecido pelo
fenotipo debrisoquinona''. Este citocromo meta-
boliza vérios farmacos, incluindo antidepressivos
triciclicos, betabloqueantes e o agente anti-hiper-
tensivo debrisoquinona'’. Os metabolizadores pobres,
que apresentam baixa expressao do enzima, podem
revelar reacgdes significativas aqueles agentes
farmacoldgicos, enquanto os bons metabolizadores,
em que os niveis enzimaticos sdo elevados, apre-
sentam um risco quatro vezes maior de sofrerem de
cancro do pulméo '
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Pelo contrario, o sistema GST destoxifica o fumo
de tabaco ao permitir a conjugacao dos hidrocar-
bonetos aromaticos policiclicos com o glutatido,
formando, deste modo, metabolitos hidrossoluveis
inactivos '’. Os polimorfismos do sistema GST podem
aumentar cerca de 1000 vezes a variabilidade da
actividade enzimatica, sabendo-se que os fumadores
que apresentam altos niveis de actividade enzimatica
tém baixo risco para o cancro do pulmao, quando
comparados com aqueles que mostram baixos niveis
ou nenhuma actividade ™.

Em sintese, podemos dizer que existem diferencas
individuais no que se refere ao risco para o cancro
do pulmao nos fumadores, que se relaciona com o
polimorfismo genético nas vias metabolicas dos
agentes carcinogénicos *'.

Os conhecimentos relacionados com os meca-
nismos de activa¢do metabolica e de destoxificacdo
tém implementado estudos clinicos no sentido de
actuarmos na prevengao do cancro do pulmao com o
recurso a agentes bloqueantes, que interferem com
aqueles processos, ou com 0 recurso a agentes
supressores, que permitem suspender ou reverter a
carcinogénese bronquica uma vez iniciadas as lesdes
genéticas. Dos primeiros, podemos citar produtos como
terpenos, isocianatos aromaticos, fenois, indois,
flavonas, taninos, antioxidantes € compostos organicos
de selénio, enquanto dos segundos se referem beta-
carotenos, retindides, vitamina A, inibidores das pro-
teases, inibidores da cascata do acido araquidoénico,
isocianatos aromaticos € compostos organicos € inor-
ganicos de selénio, estando por definir o seu interesse
na pratica médica.

A inalacdo de particulas da asbestos tem sido
responsabilizada igualmente pela carcinogénese
bronquica, tendo aqui o tabaco um efeito sinérgico
incontestavel, pelo incremento directo do indice de
mutagdes, pela accao sobre os inibidores/promotores
da carcinogénese e pelo aumento das lesdes
oxidativas do ADN '7. O mesmo se podera dizer do
radao ¥191,

E actualmente aceite que o cancro do pulmio
(CPNPC/CPPC) tem origem em clones que
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emergem de uma Unica célula, sendo a heteroge-
neidade intratumoral consequéncia da instabilidade
genética que acompanha os clones celulares subse-
quentes '**%, Deste modo, tem-se provado que os
tumores pulmonares sincronas se apresentam gene-
ticamente diferentes, o que pressupde a origem mo-
noclonal distinta para cada um deles '.

A cronologia dos eventos que acompanham a
transformagado maligna, que culmina no cancro do
pulmao, ainda ndo se encontra estabelecida.

As etapas mais precoces do processo que leva a
emergéncia do fendtipo maligno envolvem a acti-
vagao de um protooncogene (em uma inica mutacao),
que se transforma em oncogene, e/ou a anulagao de
um gene supressor tumoral (que requer a delec¢ao
de dois alelos) %5114,

Dada a alta frequéncia com que se encontra a
activacao do oncogene ras, quer na fase precoce
dos CPNPC, como nos estadios mais avanc¢ados,
pensou-se que mutacoes daquele oncogene poderiam
estar presentes nos estadios pré-malignos, o que ndo
veio a comprovar-se, pelo que ndo representam um
evento inicial no processo de transformacao
daquelas neoplasias . Contudo, as mutag¢des do
referido oncogene sdo incontestavelmente impor-
tantes no processo de transformagao maligna destes
tumores, nomeadamente nas suas fases precoces,
encontrando-se presentes nos CPNPC em 35 %
dos doentes fumadores, em 32 % dos ex-fumadores
e em 10 % dos ndo fumadores ''°. Recentemente,
tém sido referidas mutagdes K-ras na hiperplasia
alveolar (adenomatosa) atipica, que ¢ considerada
como potencial lesdo precursora dos adenocarci-
nomas °'.

A perda alélica em 3p, constitui uma delecgdo
presente em praticamente todos os CPPC e em 25-
-50 % dos CPNPC, incluindo nas lesdes pré-neo-
plésicas, facto que sugere o seu envolvimento
precoce na transformacdo maligna deste tumores
38102 De facto, € considerada a alterag¢do alélica mais
precoce, seguida pela perda do alelo 9p, do alelo 17p
(e mutagao p53), do alelo 5q, e por mutagdes ras, o
que pressupde o envolvimento de um ou mais genes
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supressores tumorais 3p como “porteiros” da pato-
génese do cancro do pulmao °'.

O gene supressor tumoral FHIT, localizado no
braco curto do cromossoma 3p(3p14.2), encontra-se
associado ao tabagismo e ao cancro do pulmao,
descrevendo-se delec¢des e mutagdes em fases
muito precoces de lesdes pré-neoplasicas do epitélio
bronquico %2.

As mutagdes pS3 também foram descritas em
lesoes pré-malignas, em especial dos carcinomas
epidermoides, nos tumores de fumadores e nos de
trabalhadores em minas de urdnio 3*4%82101,

Com base em analises moleculares, constatou-
-se que, logo nas lesdes neoplasicas precoces do
pulmao, se podem encontrar células tumorais com
mutagodes p53, descrevendo-se entre 0,1 e 1 % de
células com p53 mutantes nas chamadas lesdes preé-
-malignas !, Na fase de progressdo tumoral, aquelas
células vao sendo seleccionadas predominando no
tumor, quando este se manifesta clinicamente '°'.

Concordante com o facto da carcinogénese ser
um processo que se pode prolongar por longos anos,
desde a agressdo inicial da célula do epitélio bronquico,
passando pelas diferentes etapas de hiperplasia, meta-
plasia, displasia (lesdo pré-neoplasica que pode evoluir
para carcinoma bronquico, em especial, carcinoma
epidermoide; nos carcinomas bronquicos de localizagdo
periférica, como certos adenocarcinomas, a hiperplasia
adenomatosa atipica comporta-se como lesao pré-
neoplasica, embora ainda ndo tenha sido possivel
descrever a respectiva sequéncia *), carcinoma in
situ e cancro clinico, e com os dados que relacionam
a p53 com a progressao tumoral, estd a detec¢ao
serologica de anticorpos p53, muitos anos antes do
diagnéstico clinico do cancro do pulmao "',

Esse facto levou alguns autores a defenderem que
a sua pesquisa, em individuos de risco para o cancro
do pulmao, como grandes fumadores e/ou expostos a
pneumopoluentes de risco, podera constituir um novo
e sensivel marcador sérico para a deteccao de lesdes
bronquicas pré-neoplasicas e microinvasivas >!!!, Em
doentes com diagnostico de cancro do pulmao
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constatou-se a descida dos niveis séricos de anti-
corpos p53, relacionada com a resposta a terapéutica
instituida, o que aponta para a sua eventual utilidade
como marcador destas neoplasias malignas '%°.

O aumento de expressao do gene Her2/neu e do
receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR)
pode ocorrer em condi¢des normais e no epitélio
bronquico displasico **. Nas lesdes displasicas que
acompanham os adenocarcinomas do pulmao, tem
sido encontrada aneuploidia, o que tem relevo neste
contexto *.

Apesar destas constatagdes, esta por definir o
exacto papel das alteracdes genéticas descritas no
cancro do pulmao, assim como a importancia da co-
-expressao de dois ou mais oncogenes na cronologia
do desenvolvimento da neoplasia maligna.

No Quadro VIII indica-se uma proposta para a
evolugdo temporal das diferentes anomalias gené-
ticas encontradas no cancro do pulmao '¢.

Como tem sido referido no processo multifaseado
da carcinogénese bronquica, as alteracdes genéticas
vao sendo acumuladas de um modo sequencial até
que se atinge o fenotipo maligno final. As anomalias
que envolvem os receptores dos factores de cres-
cimento sdo detectadas em estadios precoces da
doenga, abrindo o caminho para outras alteragdes.
No seguimento, ocorrem delec¢des nos cro-
mossomas 3p e 9p (no epitélio bronquico ainda com
aspectos morfologicos de hiperplasia e de metapla-
sia), dando-se a perda alélica em 3p antes da de 9p.
A medida que o grau de displasia se intensifica,
notam-se perdas sequenciais em ambos 0s cro-
mossomas 3p e 9p, paralelamente a detec¢do de
anomalias que envolvem ras, p53 e bcl-2, as quais
se tornam evidentes na displasia grave e no carci-
noma in situ. A perda de 5q e as mutacdes K-ras
demonstram-se no carcinoma invasivo. Estas
modificagdes genéticas vao-se tornando cumulativas,
determinando a transformacdo maligna da célula e
reac¢des imunologicas do hospedeiro para o seu
controlo local.
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QUADRO VIII
Evolugdo temporal das alteragdes genéticas envolvidas no processo de carcinogénese bronquica

Normal Displasia  Displasia Displasia Carcinoma Cancro

minima moderada grave in situ invasivo

EGF-R + + ++ ++ + 4+ ++++
c-erbB-2 + + ++ ++ + 4+ ++++
3p + ++ +++ + 4+ + ++++
9p + ++ + 4+ ++++
p53 + +++ ++++
ras + +++ ++ 4+
bel-2 ++ +++ ++++

PROGRESSAO TUMORAL A exposi¢do cronica a agentes de risco, como 0s

A progressdo tumoral corresponde a transi¢ao
de uma populacao celular homogénea para uma
populacdo heterogénea, em que um clone, uma vez
estabelecido como imortal, se submete a alteracdes
genéticas e epigenéticas adicionais, que dao origem
a uma variedade de fenotipos, os quais definem o
comportamento clinico dos tumores *®.

Essas subpopulagdes celulares ficam sujeitas a
pressoes tendentes a seleccionar as mais aptas que,
deste modo, sdo capazes de invadir localmente os
tecidos, metastizar e resistir as terapéuticas
citostaticas.

A evolugdo genética do tumor associa-se a
instabilidade do clone em transformacdo, que
apresenta uma grande predisposi¢ao para modifi-
cagOes da ploidia, dos cromossomas, ou outras’®.
Essas alteragdes representam rearranjos genéticos
sucessivos e uma doenga progressivamente mais
avancada e agressiva.

Ap0s as alteragdes genéticas iniciais, a partir de
células normais, as células cancerosas emergentes
crescem mais rapidamente que aquelas, por um
aumento do nimero das que estdo em fase de
divisao, o que se reflecte por um aumento na diver-
sidade do cariotipo intra e intertumoral e pela hetero-
geneidade clinica destes tumores.
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asbestos, o radao ou o tabaco, ¢ um factor de grande
importincia a ter em conta na progressao tumoral,
pela agressdo continua do ADN. Outros factores
extracelulares, como a ac¢ao de farmacos citosta-
ticos administrados na quimioterapia, o estado
nutricional do doente, produtos libertados com a morte
das células tumorais, ou mediadores da inflamagéo,
também podem actuar neste contexto *.

Indicam-se como exemplos de alteracdes genéticas
associadas a progressao tumoral mutacdes do onco-
gene ras, que se relacionam com pior prognostico nos
CPNPC, ou a activacao do oncogene Her2/neu que,
naqueles tumores, se acompanha de resisténcia aos
farmacos citostaticos, metastases nos ganglios linfa-
ticos e menor sobrevida dos doentes 3.

O gene nm23, identificado nos tumores
pulmonares e localizado no cromossoma 17 , também
tem sido relacionado com um fenotipo agressivo,
invasivo e metastatico, podendo comportar-se de
modo semelhante aos genes supressores tumorais
p53 e Rb*!’. Tém sido observadas frequentes
mutacdes nos cromossomas 3p, 13q, e 17p, nos
tumores primitivos, quer nos CPNPC em estadio I,
como nos CPNPC com metastases cerebrais, mas
estas também revelam frequentes perdas de alelos
em 2q, 18q, e 22q™.

Todos os clones celulares estdao sujeitos a um
processo de selec¢do, positiva ou negativa, tendo
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as células malignas vantagens especificas de cres-
cimento no microambiente em que estdo inseridas.

Algumas alteragdes genéticas t€ém uma acgao
negativa por serem, elas proprias, letais. De facto,
alguns clones nao sobrevivem pela mutacao de genes
essenciais; outros clones sdo inatamente mais anti-
génicos e estdo sujeitos a destrui¢do imune **.

No que se refere a seleccdo positiva, podem
apontar-se mutagdes somaticas que levam a pro-
teccdo contra factores externos € mecanismos
intrinsecos tendentes ao aumento da proliferagao
tumoral **. Os mecanismos de protec¢do adquiridos
incluem o escape a vigilancia imunologica e a resis-
téncia aos farmacos®.

Neste aspecto, sabe-se que as células dos tu-
mores primitivos sao heterogéneas no que se refere
a sensibilidade aos farmacos citostaticos, com dife-
rengas adicionais entre os tumores primitivos e as
respectivas metastases®®. Os CPNPC apresentam
resisténcia intrinseca aos farmacos citostaticos,
enquanto nos CPPC essa resisténcia costuma ser
adquirida, ndo existindo um mecanismo simplificado
que explique como se processa a quimiorresisténcia
no cancro do pulmao 523!,

No cancro, em geral, a via que se conhece melhor
condiciona o aumento de expressao de uma glico-
proteina-P (P-gp), codificada pelo gene da multir-
resisténcia farmacologica (MDR 1-multi-drug resis-
tance gene), que se encontra localizado no cro-
mossoma 7, mas também foram identificados
mecanismos que envolvem proteinas ndo relacio-
nadas com aquela *'7. Como complemento aos
achados de resisténcia farmacologica, dependentes
do transporte de proteinas a nivel da membrana
celular, como sdo os que acabamos de referir, o
cancro do pulmao apresenta resisténcia mediada pela
expressao de varias enzimas metabolicas, com € o
caso da topoisomerase (topo II), da glutatido S-trans-
ferase (GST), ou da O-6-metil guanina ADN
metiltransferase (MGMT) 178!,

Uma melhor compreensdo dos diferentes
componentes envolvidos na resisténcia das células
tumorais aos agentes citostaticos contribuird para a
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defini¢ao de novos alvos terapéuticos no cancro do
pulmado, alguns dos quais estdo a ser testados
clinicamente *°’.

Outros mecanismos de selec¢ao positiva incluem
a expressdo de factores de crescimento e dos
respectivos receptores, existindo multiplos exemplos
de estimulagao autdcrina e paracrina nos CPNPC e
nos CPPC #7,

METASTIZACAO

As células tumorais s3o heterogéneas e t€ém
propriedades angiogénicas, invasivas e metastaticas
diferentes, sendo descritas mutacdes especificas que
se relacionam com o seu potencial metastatico **.

O processo de metastizagao € selectivo para uma
subpopulacao de células que apresentam uma insta-
bilidade genética marcada e que, estando altamente
adaptadas, tém sucesso em invadir e sobreviver na
circulagdo e, eventualmente, em multiplicar-se noutros
locais. Também poderao ser capazes de ultrapassar
os mecanismos normais de homeostase e as defesas
imunolégicas do hospedeiro *.

Deste modo, mesmo que grande parte das células
libertadas para a circulag@o pelo tumor sejam poten-
cialmente metastaticas, a maioria é reconhecida e
eliminada pelos mecanismos de defesa do orga-
nismo, pelo que ndo apresentam qualquer signifi-
cado clinico %'.

Os condicionantes bioldgicos que determinam os
locais de metastizagao parecem relacionar-se com
a propria biologia das células tumorais e com a
daqueles. A terapéutica da doenga metastatica, para
que possa ter €xito, devera ter em atencao todas
estas consideragoes %7,

A célula que vai metastizar devera destacar-se
do tumor primitivo, interagir com a matriz extracelular
e quebrar a barreira que impede a sua circulagdo
para os vasos sanguineos ou linfaticos, sendo o
acontecimento critico da invasao tumoral a interacgao
da célula neoplasica com a membrana basal. Neste
ponto, as moléculas de adesdo celular poderao
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desempenhar um importante papel, tornando-se, por
esse motivo, bons alvos terapéuticos, indo os produtos
anti-adesdo potenciar a accdo de determinados
agentes citostaticos na eliminagao das células neopla-
sicas em circulacdo e impedir a sua colonizagdao
algures no organismo 3%,

A matriz extracelular compde-se de membrana
basal e de outras grandes moléculas, como fibro-
nectina e vitronectina. A degradagao do colagéneo
de tipo IV, um dos componentes da membrana ba-
sal, ¢ um dos factos relevantes que contribuem para
ainvasao das células tumorais e subsequente metas-
tizacao.

A degradacdo (protedlise) da matriz extracelular
¢ um acontecimento altamente dindmico e esta
dependente do indice de producao dos respectivos
componentes, de proteinases e dos inibidores
destas®’. Na sua degradacdo apontam-se como
especialmente relevantes duas familias de protei-
nases, o activador plasminogéneo (PA) e a metalo-
proteinase da matriz (MMP). Existe um fino balanco
entre 0 PA e os inibidores-PA, que determina a
homeostase normal, e uma vez quebrado esse equi-
librio na doenga maligna pode ocorrer a metastizagao.
O mesmo se podera referir as metaloproteinases,
que apresentam inibidores séricos como a a,-macro-
globulina ou, mais especificos, como os inibidores
tecidulares das metaloproteinases (TIMPs), cuja
interac¢do, quando desequilibrada na doenga tumoral,
contribui para a angiogénese a volta dos ninhos celu-
lares e, deste modo, para o processo de disseminacgao
neoplasica®’.

De facto, a indu¢do da angiogénese (neovas-
culariza¢@o) € um importante mecanismo para que a
célula neoplasica possa proliferar e metastizar >°!,
A proliferagao da-se numa fase pré-vascular, com a
invasdo local do tumor primitivo, seguida de uma curta
fase vascular, com invasdo sanguinea e linfatica. Os
factores angiogénicos determinam crescimento de
novos capilares, que apresentam fugas devidas a
fragmentagdo das membranas basais, o que facilita
a entrada das células neoplasicas em circulagdo ¥’.

As proprias c€lulas tumorais, assim como células
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inflamatorias alojadas no local do tumor podem
mediar a angiogénese. Neste processo, incluem-se
factores como o factor de crescimento fibroblastico
(bFGF), o factor de crescimento das células do
endotélio vascular (VEGF), interleucinas 1 e 8,
angiogenina, angiotropina, factor de crescimento
endotelial derivado das plaquetas, factor de cres-
cimento transformador a e b, e factor de necrose
tumoral a ¥

Um ou mais destes factores podem actuar em
consonancia em resposta ao processo de tumori-
génese, sendo a inibigao da angiogénese um aliciante
alvo potencial de intervengéo terapéutica 26787,

Encontram-se em estudo inibidores das metalo-
proteinases de matriz, como os produtos marimastat,
batimastat, AG3340 ( os 3 inibidores de largo espectro
mais avangados em termos de investigagao clinica),
prinomastat, BAY 12-9566 ou BMS 275 1911,
anticorpos monoclonais anti-receptores endoteliais do
factor de crescimento do endotélio vascular (Rhu
MAB VEGF), inibidores da tirosina quinase (SU 5416
ou SU 6668), ou inibidores naturais, como a angios-
tatina ou a endostatina 7-'¢-268791,

Outros produtos com interesse como inibidores
da angiogenese incluem o AGM1470 (derivado
fingico), 0 CM101 e o tegoclan (derivados bacte-
rianos), 0 DS4152, a talidomida, o metotrexato, o
trimetrexato, a erbstatina, o paclitaxel, a minociclina,
a D-penicilamina, o batimastat e 0 marimastat '°.

Nos carcinomas epidermoides encontrou-se uma
correlagdo inversa entre a expressdo de VEGF e a
sobrevida global dos doentes, e a sua expressao era
maior nos tumores com metastases ganglionares do
que naqueles em que estas ndo existiam 7. E
controversa a relacdo entre a expressao de bFGF,
que esta presente em mais de 70 % dos CPNPC, e o
prognostico destes tumores®'. A expressao do factor
de crescimento das células endoteliais derivado das
plaquetas (PD-ECGF), que também apresenta
propriedades angiogénicas, parece correlacionar-se
com a angiogénese tumoral € com um prognostico
negativo nos doentes com CPNPC em estadio NO°'.

O numero de microvasos na area tumoral
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representa o indice da angiogénese, que tem sido
estudado no sentido de ser relacionado com o
potencial metastatico da neoplasia e com o seu
progndstico, o que se tem acompanhado de resul-
tados contraditorios®'.

De facto, o estudo da angiogénese podera cons-
tituir um marcador prognostico no carcinoma
pulmonar em estadio I *. A invasio também se po-
dera dar em vasos preexistentes e contribuir, deste
modo, para a metastiza¢do, como foi demostrado em
pegas ressecadas cirurgicamente *’.

Sé por si, o seu significado prognético € contro-
verso, havendo autores que, nos CPNPC operados,
lhe atribuem um significado negativo (densidade mi-
crovascular elevada) em relagdo a sobrevida e as
taxas de recidivas pos-operatorias, mesmo na pre-
senca de adenopatias negativas, enquanto outros
referem pior progndstico no grupo de tumores T1NO
“ndo angiogénicos” !,
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