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Resumo

No cancro do pulmio, ainda nao se obteve sobrevi-
véncia expressiva dos doentes que se apresentam em
estddios nao cirtrgicos. Os doentes com carcinoma
de ndo pequenas células sao tratados com platina e
outros fdrmacos, para os quais se podem caracterizar
actualmente marcadores preditivos de resposta tera-
péutica.

Procedeu-se a uma revisao da literatura, tendo como
alvo o papel dos genes ERCCI e RRM1 na resposta a
quimioterapia baseada na platina e na gemcitabina.
Actualmente, a expressio destes genes é encarada
como preditiva de resposta & quimioterapia em doen-
tes com adenocarcinomas e carcinomas epidermdi-
des, orientando a terapéutica personalizada.

Dados publicados demonstram a utilidade da qui-
mioterapia individualizada, de acordo com os niveis
individuais de ERCC1. Estes também sao influencia-
dos por variabilidade genética. Assim, a presenca de
certos polimorfismos, como sao os c6daos 118 C/T e

Abstract

In lung cancer, expressive survival has not yet been
achieved in non surgical stages. Non-small cell lung
cancer (NSCLC) patients are treated with platinum
and other drugs. To choose these agents we can actua-
lly define predictive biomarkers to preview therapeu-
tic response.

A literature revision was done in order to define the
role of ERCCI e RRMI genes in the response to
chemotherapy based in platinum and gemcitabine
respectively. The expression of these genes is faced as
a predictive marker to the chemotherapy response in
patients with adenocarcinomas and squamous cell
carcinomas, providing a personalized therapy.
Published data supports this behaviour and is useful
to individualize therapy accordingly to individual
levels of ERCC1 which are modified by genetic mu-
tations. Polymorphisms in codons 118 C/T and
C8092A, seem to influence the carcinogenesis, cyto-
static resistance, survival and even the prognosis.
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C8092A, parecem estar relacionados com a carcino-
génese, resisténcia aos citostaticos, tempo de sobrevi-
da e até com o progndstico.

Estudos clinicos e laboratoriais demonstraram tam-
bém que a elevada expressio do gene RRMI no
NSCLC tem impacto no fendtipo do tumor e na
resposta varidvel & quimioterapia. Doentes submeti-
dos a ressecgao cirdrgica, cujos tumores apresenta-
vam expressio aumentado do gene RRM 1, tém maior
sobrevivéncia do que os doentes com baixa expres-
sao. No entanto, os doentes com NSCLC avancado
sujeitos a quimioterapia com gemcitabina e cisplati-
na apresentam um pior progndstico se o tumor apre-
sentar expressao aumentada do gene RRM 1.

Rev Port Pneumol 2009; XV (4): 683-696

Palavras-chave: Carcinoma do pulmio de células
nao pequenas, RRM1, ERCCI.

Clinical and laboratorial trials showed that high ex-
pression of RRM1 gene in NSCLC has impact in the
tumoral phenotype. Patients having done surgical
ressection and presenting high expression of RRM1
have better survival than those with lower expression.
However, patients with advanced NSCLC and trea-
ted with chemotherapy with gemcitabine and cispla-
tin appear to have a poor outcome if the tumor ex-
press elevated levels of RRM 1 gene.
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Introducéio

O carcinoma do pulmao continua hoje em
dia a ser o mais frequente, sendo responsd-
vel por aproximadamente um milhio de
mortes/ano a nivel mundial'. Ainda se agru-
pa o cancro do pulmio em dois grupos: o
carcinoma do pulmio de pequenas células
(SCLC), quimiossensivel e com taxas de
resposta na ordem dos 80% a quimioterapia
com cisplatina e etoposido; e o carcinoma
de células nao pequenas (NSCLC), mode-
radamente quimiossensivel, dependendo do
estddio TMN, e com taxas de resposta para
tumores inoperdveis que variam de 30 a
60% para esquemas que combinam platina
com gemcitabina, vinorelbina, ou taxanos.
Neste grupo estao os tipos histolégicos mais
frequentes, o adenocarcinoma e o carcino-
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ma epiderméide?3. O NSCLC ¢é responsével
por aproximadamente 80% de todos os ca-
sos de cancro do pulmio. Aproximadamen-
te 70% dos doentes apresenta um estddio
avangado da doenca e a sobrevivéncia para
os detectados em estddios mais tardios per-
manece bastante pobre?. Apesar de a tera-
péutica cirdrgica ser a melhor op¢io nos
estddios mais precoces para estes doentes,
metade poderd eventualmente sofrer recidi-
va local ou a distancia. Estudos clinicos de-
senvolvidos recentemente e focados na qui-
mioterapia adjuvante para NSCLC, baseada
em regimes que tém por principal agente os
derivados da platina demonstraram que es-
tes aumentam de facto a sobrevivéncia®®7;
contudo, a propor¢io de doentes que bene-
ficiam da quimioterapia adjuvante perma-
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nece ainda baixa. Em casos avangados, tra-
tamento duplo baseado em platina tem sido
o inicial protocolado®, apesar de a sobrevi-
véncia média de 10-12 meses ser obviamen-
te ainda insatisfatéria®°. E portanto légico
pensar que novas abordagens para seleccao
dos melhores candidatos 2 quimioterapia e
para identificar os regimes terapéuticos mais
adequados sao necessdrias. A perspectiva da
utilizacao de biomarcadores, com o fim de
atingir este objectivo, tem-se mostrado ali-
ciante, sendo ji considerdvel a investigacio
actualmente orientada neste sentido?. Con-
tudo, estudos clinicos retrospectivos ja reali-
zados mostraram que apenas alguns destes
biomarcadores sao clinicamente interessan-
tes no que toca ao carcinoma do pulmao.
Actualmente, os mais referidos como candi-
datos a marcadores sio o excision-repair
cross-complementation  group 1 (ERCC1),
implicado como veremos adiante na repara-
¢ao do ADN; a subunidade do ribonucleoti-
de reductase M1 (RRM1), implicada no me-
tabolismo dos nucleétidos para a sintese de
ADN; e o p53, implicado no processo
apoptotico'!.

Tentaremos avaliar o impacto do nivel ex-
presso de ERCC1 e RRM1 pelas células ne-
opldsicas na sobrevivéncia dos doentes com
cancro do pulmao; e comparar a sobrevida
poés-quimioterapia e os niveis de ERCC1 e
polimorfismos de RRM1 expressos, de modo
a que num futuro préximo seja possivel op-
timizar e personalizar o tratamento destes
doentes.

ERCC1

O ERCCI1 ¢ a principal enzima da cascata
NER: nucleotide excision repair, mecanismo
responsdvel pela reparagio do ADN'2. Esta
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enzima (de 33 kDa) ¢é codificada pelo gene
ERCC1, de 15 kb, localizado no cromosso-
ma 19q. Este gene foi altamente preservado
durante a evolugio e ¢ expresso em todos os
tecidos em niveis relativamente elevados.
Apesar de todas as suas fungoes nao serem
ainda conhecidas, ¢ um facto comprovado
que ele é essencial a vida'®. A importincia da
enzima por ele codificada prende-se portan-
to com o seu papel no NER*'">. De facto,
estando a informagao genética “armazenada”
na estrutura quimica do ADN, manter a sua
integridade estrutural é crucial e indispensa-
vel & vida. Subsequentemente, complicados
sistemas de reparagio do ADN evoluiram
neste sentido, entre os quais se destaca o
NER!, Na tltima década, todos os factores-
-chave do NER foram identificados e o co-
nhecimento sobre este mecanismo foi larga-
mente ampliado. Existem dois tipos distin-
tos de reacgoes NER: um com funcées de
reparagio de danos e lesbes, abrangendo
todo o genoma, o global genome NER (GG-
-NER); outro responsavel pela reparagao de
lesdes bloqueadoras da transcrigao presentes
em sequéncias de ADN transcritas, o
transcription-coupled NER (TC-NER). A
reac¢do TC-NER ¢ iniciada pelo XPC, um
sensor de danos no ADN e recrutador da
magquinaria de reparagio, que inicia todo o
processo de reparacio ao formarem comple-
xo com 0 hHR23B. Uma vez que o segmen-
to do dano no ADN, e consequentemente a
ser excisado, seja identificado, o complexo
geral de transcrigao TFIIH, composto pelas
helicases XPB e XPD, promove a separagao
das duas fitas de ADN no local da lesao. No
GG-NER, o complexo TFIIH consegue ini-
ciar a reacgio sem a ajuda do complexo
XPC-hHR23B. O XPA ¢ entdo recrutado
identificando a lesao no ADN na forma de
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conformagao aberta. A proteina de replica-
¢ao A estabiliza o ADN nessa conformacio e
posiciona a endonuclease XPG (ERCCS5),
que procede a excisao na terminagio 3’ do
segmento de ADN. Por fim, o ERCCI liga-
-se a0 XPF para formar uma endonuclease
responsdvel pela excisio na terminagio 5’ da
lesao'”. O oligonucleétido contendo a lesao
(tipicamente constituido por 24-32 nucles-
tidos) é entao removido. Factores de replica-
a0 sao activados, sendo o processo de repa-
ra¢io concluido®.

O NER contraria assim os efeitos deletérios
de multiplos insultos que causam dano ao
ADN, entre os quais estio os causados por
quimicos, por radiagdes (nomeadamente as
ondas UV da luz solar) e por virias toxinas
ambientais'. Perante tal facto, pode
colocar-se a possibilidade de os mecanismos
de reparagio do ADN, como o NER, pode-
rem desempenhar um papel fundamental
na carcinogénese. Simultaneamente, sio
instrumentos uteis na defini¢io do prog-
néstico e resposta a0 tratamento, uma vez
que um aumento da sua capacidade de re-
paragao do ADN leva provavelmente a um
aumento da resisténcia a certos tipos de
quimiofdrmacos's.

Estudos recentes clarificaram o papel do
NER na histéria natural e na resposta ao tra-
tamento em doentes com NSCLC. O estado
funcional do NER ¢ avaliado em espécimes
clinicos através da medicao do ERCCI. De
facto, quer o ERCC1 mRNA, quer a protei-
na ERCCI podem ser quantificados. O pri-
meiro por técnicas de reverse-transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) e a se-
gunda através de técnicas de imunoistoqui-
mica?®?!. Os niveis de ERCC1 em amostras
do tumor sdo assim presumiveis represen-

tantes de todo o NER!S,
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Entretanto, hd ainda a ter em consideragao
o facto de a expressao do gene ERCCI e,
consequentemente, 0s niveis da enzima cor-
respondente, serem influenciados por altera-
¢oes genéticas, nomeadamente pela presenca
de determinados polimorfismos (single nu-
cleotide polymorphisms — SNP). De facto, a
perda de heterozigotismo nos genes do NER
foi ji observada em carcinomas do pulmao?,
e a expressdo de niveis reduzidos de mRNA
dos genes NER foi observado nos linfécitos
do sangue periférico (PBL) de doentes com
carcinoma do pulmao®. Alguns dos SNP
actualmente mais abordados numa perspec-
tiva de investigagao da sua influéncia na ex-
pressio do ERCCI, e consequente possivel
relagio com a carcinogénese e resisténcia a
firmacos citostiticos, sao o cédao 118 C/7,
o C8092A4*% ¢ o C15310G¥. O polimor-
fismo c6dao 118 C/T estd associado a dimi-
nui¢oes nos niveis de ERCC1 mRNA e,
consequentemente, i proteina correspon-
dente®; jd o polimorfismo C8092A4, locali-
zado na regiao 3 ~untranslated do gene, po-
derd afectar a estabilidade do ERCCI1
mRNA?7,

RRM1

O gene RRM1 (ribonucleotide reductase M1
polypeptide) estd localizado no segmento
11p15.5 do cromossoma 11, regiao com
importincia na supressao tumoral. Codifica
asubunidadegrande(M1)daribonucleétido-
-redutase, enzima heterodimérica, essencial
para a produ¢io de ADN, antes da sua sin-
tese, na fase S, da divisio celular®'. A
ribonucleétido-redutase é constituida por
duas subunidades nao idénticas, R1 e R2,
sendo a unica enzima conhecida que con-
verte ribonucleétidos em desoxirribonu-
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cleétidos, sendo uma etapa fundamental na
polimerizagao e na reparagao de ADN32.
Tem como funcio ligar ATP e nucleétidos,
apresenta actividade de oxiredutase na liga-
¢ao as proteinas e actividade de ribonu-
cleétido-difosfato-redutase.

Alteragdes na regiao onde se encontra este
gene estio associadas a sindroma de
Beckwith-Wiedemann, tumor de Wilm:s, ra-
bdomiossarcoma e carcinomas da supra-
renal, do pulmao, do ovério e da mama®"#,
A actividade reguladora da subunidade
ribonucledtido-redutase estd envolvida na
carcinogénese, na progressio tumoral e na
resposta ao tratamento das células no cancro
do pulmio de nio pequenas células.
LOHI11A ¢ uma regidao do cromossoma
11p15.5, onde 75% dos carcinomas do pul-
mao de nao pequenas células mostram per-
da de heterozigotia (LOH). Estudos clinicos
e culturas de células sugerem quea LOH11A
contém um gene supressor tumoral.

Em células geneticamente modificadas para
cancro do pulmio, um aumento na expres-
sa0 da proteina RRM1 aumenta a expressio
da fosfatase e da tensina homéloga — PTEN
(inibidor da proliferagao celular), diminui a
fosforilacio da adesio cinase focal, inibe a
migragao, a invasao celular e a formagio de
metdstases>>+3,

Altos niveis de expressio do gene RRM1 es-
t3o associados a uma longa sobrevida em
doentes submetidos a ressecgio cirtrgica
completa do carcinoma do pulmio de nio
pequenas células em estddios iniciais; baixos
niveis de expressao do gene estao associados a
sobrevivéncia baixa destes doentes***.

A gemcitabina (2" 2-difluorodeoxycytidine
[dFdC]) é uma pirimidina andloga a desoxi-
citidina, penetra nas células pelo mecanis-
mo de transporte facilitado de nucleotideos,

REVISTA PDRTUG

sendo fosforilada sucessivamente nas formas
de monofosfato, difosfato e trifosfato®3. O
difosfato de dFdC é um inibidor da enzima
ribonucleétido-redutase e o trifosfato de
dFdC compete com o trifosfato de desoxici-
tidina na incorporagio a0 ADN, ao mesmo
tempo que inibe a fosforilagao da desoxiciti-
dina, produzindo a interrup¢io do processo
de polimerizagao do ADN.

O desenvolvimento da resisténcia a gemci-
tabina é um grande problema no tratamen-
to das neoplasias e essa resisténcia pode ser
inerente ou adquirida.

Em mudltiplos estudos i7 vitro, o principal me-
canismo de resisténcia a gemcitabina é um de-
créscimo da actividade da dCK (deoxicitidina
cinase). No entanto, a resisténcia a este firma-
co pode incluir outros mecanismos, como o
aumento da actividade da desoxicitidina desa-
minase e da ribonucleétido-redutase, a dimi-
nuigao da acumulagio de trifosfatos e a altera-
¢ao da ADN-polimerase®.

Como a gemcitabina é um dos principais
agentes de quimioterapia para o cancro
do pulmao de nao pequenas células, e sen-
do o gene RRM1 um determinante celu-
lar da eficdcia dos andlogos nucleétidos da
gemcitabina, a expressio aumentada do
RRM1 aumenta a resisténcia do tumor a
quimioterapia, enquanto o inverso confe-
re sensibilidade!.

A determinagao dos niveis de expressio de
RRM1 foi tecnicamente dificil; no entan-
to, com o desenvolvimento de uma técnica
de imunoistoquimica e a integragao de um
sistema totalmente automatizado e quanti-
tativo, a andlise de expressio génica do
RRMI estd agora mais objectiva, fidvel e
reprodutivel*.

A expressao do gene RRM1 ¢ influenciada
por alteragbes genéticas, designadamente
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polimorfismos. O conhecimento destes
pode ter um papel importante na escolha do
tratamento mais adaptado a cada doente'®.
Altos niveis de expressio de RRM1 sao de-
terminantes nos niveis de sobrevivéncia no
cancro do pulmio de ndo pequenas células,
porque estio associados a uma fraca resposta
a quimioterapia com gemcitabina®.

Discussdo

Actualmente, o tratamento-padrao em doen-
tes com NSCLC metastdtico e incurdvel, é
um regime quimioterapéutico assente na
combinagio de dois firmacos e jd protoco-
lado. Os principais agentes utilizados no
NSCLC sao a cisplatina ou carboplatina, o
docetaxel ou paclitaxel, gemcitabina, e a vi-
norelbina!®. H4 uma década, foi realizada a
nivel mundial uma meta-andlise® que de-
monstrou de facto que a quimioterapia ba-
seada em cisplatina melhorava a sobrevivén-
cia no carcinoma avangado do pulmaio.
Desde entio, vérios ensaios clinicos sobre
esquemas de quimioterapia adjuvante ba-
seados em platina foram realizados, e resul-
tados recentes demonstraram que este tipo
de quimioterapia aumenta a sobrevida em
cerca de 4-15% entre os doentes com
NSCLC submetidos a cirurgia de ressec-
¢ao>07414243  De entre estes destaca-se o
IALT — Internacional Adjuvant Lung Cancer
Trial, que incluiu mais de 1800 doentes
com NSCLC e que demonstrou uma dimi-
nuic¢ao de 14% na taxa de mortalidade e um
beneficio absoluto de 4,1% na sobrevivén-
cia em 5 anos nos doentes tratados com qui-
mioterapia adjuvante baseada em cisplati-
na2, E 6bvio que a quimioterapia adjuvante
nao tem efeito em muitos doentes, que,
contudo, sofrem com os efeitos adversos re-
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lacionados com o tratamento, sem qualquer
beneficio terapéutico''. Os compostos de
platina, e especialmente a cisplatina e a car-
boplatina, sio complexos de metal pesado
que formam adducts e covalent cross-links en-
tre as fitas duplas de ADN, bloqueando des-
ta forma a sua replicacdo e transcri¢io. Sao
exactamente estes segmentos de ADN repa-
rados pelo NER descrito, e cujo funciona-
mento depende por sua vez da expressio do
gene ERCC11!8. A resposta (ou a sua ausén-
cia) ao tratamento com quimioterapia basea-
da em cisplatina pode assim estar relaciona-
do com o nivel de expressio tumoral do
ERCC1 (nfveis obviamente influenciados
entdo pela presenca de polimorfismos)!!.

Uma abordagem personalizada da seleccio
do tratamento quimioterapéutico é necessd-
ria no NSCLC, uma vez que actualmente o
beneficio ¢ minimo e apenas hd incremen-
tos modestos nas taxas de respostas e na so-
brevivéncia. Foi colocada a hipétese de que
os doentes com tumores NSCLC ressecados
em estddios iniciais, com elevada expressio
de ERCC1, nio sé teriam uma baixa inci-
déncia de recidivas como também iriam be-
neficiar menos de quimioterapia adjuvante
baseada em cisplatina, uma vez que o
ERCCI iria conferir resisténcia a platina. O
contrdrio também seria verdade para doen-
tes com baixo ERCC1 intratumoral, i.e.,
estardo mais predispostos a recorréncias mas
beneficiarao de quimioterapia adjuvante
com cisplatina, ocorrendo menor catabolis-
mo do firmaco!8. O estudo IALT, através de
uma andlise imunoistoquimica, determinou
a expressdo da proteina do ERCC1 em tu-
mores em estddios cirtirgicos de doentes
com NSCLC?#4, O [ALT é um ensaio de
fase III que analisou tumores ressecados de
doentes com NSCLC do estddio I ao Il e
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incluiu-os em dois grupos: o de observacio
e o da quimioterapia (4 ciclos de quimiote-
rapia baseada em cisplatina)®. Dos 1897
doentes envolvidos no IALT, 761 tinham
tumores possiveis para andlise do ERCC1.
A expressao imunoistoquimica do ERCC1
de amostras tumorais foi classificada alta ou
baixa, usando um valor mediano de ERCC1
como valor de cut-off- A andlise comparativa
do grupo que recebeu quimioterapia do que
nao recebeu permitiu um estudo estatistica-
mente poderoso sobre o impacto do
ERCC1%%, Assim sendo, uma expressao
positiva de ERCCI estava correlacionada
com um melhor prognéstico no grupo de
observagao. Havia uma interac¢io estatisti-
ca significativa (P<0,01) entre expressao de
ERCCI1 e o impacto da quimioterapia na
sobrevivéncia. A correlacio entre ERCCI,
sobrevida, e a interac¢io biolégica com a
quimioterapia, d4 uma explicagido para o
facto de o ERCC1 nao demonstrar um va-
lor prognéstico para o grupo da quimiotera-
pia. Efectivamente, quando os doentes sio
tratados com cisplatina, uma correlagao in-
versa ¢ observada, significando que o bene-
ficio da quimioterapia adjuvante é maior
quando o ERCCI ¢ baixo'".

Quantificando os niveis de ERCCI, pode
ser representativo da capacidade da repara-
¢ao do ADN intrinseco danificado das célu-
las e pode servir como um biomarcador da
extensio de ADN lesado acumulado intra-
tumoral'®. Simon ez 2/?° publicou um estu-
do em que avaliou tumores ressecados de 51
doentes com NSCLC (sem quimioterapia)
e quantificou o ERCC1 (método Tagman)
para correlacionar a sobrevivéncia com a ex-
pressao do ERCC1. Concluiu que doentes
com elevada expressio de ERCC1 (>50)

tém uma melhor sobrevida quando compa-
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rados com doentes com baixa expressiao
(<50). No mesmo estudo foi também con-
cluido que a expressao do ERCC1 no tumor
ressecado nio tem correlagio com o pulmio
adjacente, o que sugere que a capacidade do
NER ¢ uma propriedade intrinseca do tu-
mor e ¢é necessirio medir o ERCC1 intra-
tumoral'®.

Outros dos aspectos a considerar é se o
ERCCI pode ser um factor preditivo da res-
posta 2 quimioterapia em doentes com
NSCLC em estddios avancgados. Lord ez a4
correlacionou as respostas a quimioterapia
(com gemcitabina e cisplatina) e a sobrevi-
véncia com o nivel de ERCC1, encontrado
em 56 doentes com NSCLC em estddios
avangados (estddio IIIb ou IV). Concluiu
que o ERCCI era detectdvel em todos os
tumores e que nao havia variabilidade na ex-
pressio genética de acordo com o género,
performance status, perda de peso ou estddio
tumoral diferente. A taxa global de resposta
foi de 44,7%. A sobrevida média global era
significativamente maior nos que tinham
baixa expressio de ERCC1 comparada com
os doentes com elevada expressio de
ERCCI.

Ensaios de terapias individualizadas nestes
doentes através da andlise molecular tém
vindo a ser feitos. Simon ez 2/.*7, num ensaio
clinico prospectivo de fase II, testou a eficd-
cia e a possibilidade dessa terapia individua-
lizada. A hipétese proposta era a de que a
selec¢io de uma quimioterapia dupla basea-
da na expressio de ERCC1 ¢ RRM1 seria
possivel e benéfica para todos os doentes
com NSCLC em estddios avancados. O es-
tudo foi feito através da determinacio da
expressio do ERCC1 e RRM1 por RT-PCR
em bidpsias tumorais. S6 53 doentes com
expressio génica disponivel foram eleitos
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para tratamento. A quimioterapia dupla
consistia em carboplatina e gemcitabina,
docetaxel ou vinorelbina, e era seleccionada
consoante a expressao génica. Valores prede-
terminados de ERCC1 ¢ RRM1 eram usa-
dos para decidir o fdrmaco a utilizar, se a
gemcitabina se a carboplatina. Se RRM1
fosse igual ou inferior a 16,5, decidia-se pela
gemcitabina. Se ERCC1 fosse igual ou infe-
rior a 8,7, optava-se pela carboplatina. Estes
valores sdo baseados em estudos publicados
anteriormente?*3¢48, Esta estratégia resultou
em quatro esquemas de quimioterapia dife-
rentes com quatro expressoes diferentes de
genes. Em seguida, foi avaliada a resposta ao
tratamento, a sobrevida global e ao tempo
de sobrevida livre de doenga. O resultado
foi uma taxa de resposta de 42%. A sobrevi-
da global nio diferiu entre as diferentes qui-
mioterapias e ndo houve diferencas estatisti-
camente significativas entre elas, o que suge-
riu que a quimioterapia personalizada nio
alterava a sobrevida. No entanto, compa-
rando um estudo de fase II, Chiappori et
al.®, onde foram usados os mesmos critérios
de selecgio de doentes e a quimioterapia
tradicional (ou seja, carboplatina + gemcita-
bina), foi apenas atingida uma taxa de res-
posta de 24% (versus a 42% anterior), signi-
ficando que o uso de quimioterapia nio
seleccionada aparenta ser inferior em rela-
¢a0 aos resultados obtidos com a quimiote-
rapia personalizada. Os mesmos resultados
foram encontrados para a sobrevivéncia, na
comparacdo entre os dois estudos. Isto im-
plica que a decisao terapéutica baseada no
ERCC1 e RRM1 em doentes com NSCLC
avangado ¢é possivel e pode melhorar taxas
de resposta e sobrevivéncia'®. Estudos seme-
lhantes, Rosell e/ al.°, recentemente publi-
cados, comparando o uso de quimioterapia
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baseada em cisplatina com a expressao quan-
titativa de mRNA ERCC1 (ensaio rando-
mizado fase III), concluiram que a taxa de
resposta era maior no grupo tratado com
quimioterapia optimizada e que a taxa ex-
pressa de mRNA ERCC1 em tecido tumo-
ral é possivel na clinica para prever respostas
a cisplatina. Por outro lado, neste estudo
nio foram encontradas diferencas estatisti-
cas significativas na sobrevivéncia global'!.
Outro estudo retrospectivo muito impor-
tante realizado recentemente, Ceppi e al.>!,
efectuou bi6psias em 70 doentes com NSCLC
avangado e estudou dois grupos de doentes,
uns tratados com cisplatina/gemcitabina e
outros apenas com gemcitabina'l. Igual-
mente a sobrevida média em doentes com
baixo ERCC1 e apés quimioterapia com
cisplatina/gemcitabina foi maior, assim
como os doentes com RRM1 baixo. Entao,
0 ERCC1 e RRM1 tém impacto na sobrevi-
da nos doentes com NSCLC tratados com
cisplatina/gemcitabina'®.

Nos doentes submetidos a ressec¢ao cirtr-
gica, altos niveis de expressio do gene
RRM1 estio associados a um aumento da
sobrevivéncia. Num estudo efectuado por
Bepler ez al.® foi analisada a frequéncia de
2 SNPs (RR37 e RR524) em diferentes
populagdes (americanos caucasianos, afro-
-americanos, hispanicos, asidticos), tendo
como objectivo analisar a associacio destes
polimorfismos com a expressao do promo-
tor do gene RRM1 e investigar o seu im-
pacto no progndstico dos doentes com
NSCLC.

Para a tipagem dos alelos dos dois SN,
aplicou-se a PCR seguido de RFLP— restric-
tion enzime digestion. Nas populagbes em
estudo, a combinagio mais frequente encon-
trada foi a associagao entre os alelos RR37CC
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e RR524TT. A segunda mais frequente foi
entre os alelos RR37AC e RR524CT.

A anilise do alel6tipo do promotor do
RRML1 foi efectuada em 286 doentes com
NSCLC e com dados clinicos acessiveis.
Analisou-se a evolucio dos doentes em fun-
¢ao do alelétipo do promotor RRM1, com
base na hipétese de que uma elevada expres-
sao de RRM1 em tumores estaria associada
a um melhor prognéstico®.

Para esta andlise foram criados trés grupos
de doentes: um com alel6tipo RR37CC-
-RR524TT (N=112), outro com alelétipo
RR37AC-RR524CT (N=93) e outro englo-
bando os restantes alelétipos. Como previs-
to, os doentes com alelétipo RR37CC-
-RR524TT tiveram uma sobrevivéncia
maior do que os doentes com alelétipo
RR37AC-RR524CT>.

Num trabalho efectuado por Woo SK ez al>
foram investigados polimorfismos de RRM1
em 62 linhas celulares cancerigenas e realizado
um estudo de associagio destes polimorfismos
com a sensibilidade a gemcitabina. A frequén-
cia dos polimorfismos foi de 79 % para RRM1
2464G>A, 59,7 % para RRM1 2455A>G e de
45,2 % para RRM1 1082C>A. O polimorfis-
mo RRM1 2464G >A encontrou-se em todas
as linhas celulares dos carcinomas pulmonares.
A sensibilidade de cada linha celular & gemcita-
bina foi classificada de acordo com os valores
de log IC50. Cada célula foi classificada como
resistente (n=20), ou sensivel (n=42) com base
nos valores de log Cmax (concentragdes maxi-
mas) de todas as linhas celulares.

Quando a associagao dos polimorfismos com
os valores de log IC50 foi efectuada, apenas o
polimorfismo RRM1 2464G>A apresentou
maior sensibilidade a gemcitabina.

Foi também estudado a relagao entre haplé-
tipos de RRM1 e a sensibilidade a gemcita-
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bina. Foram criados oito haplétipos a partir
de trés polimorfismos de RRM1 (2464 G>A,
2455A>G, 1082C>A). Os hapldtipos mais
comuns foram: AGA (40,4%), CAA (21%),
CGA (16,1%).

Os haplétipos demonstraram alguma sen-
sibilidade quando comparados com o wild-
-type (CAG), excepto os que se apresenta-
vam numa linha celular (CGG, AAG,
AGG, AAA). Haplétipos do polimorfismo
2464G>A (AGA, CAA, CGA) apresenta-
vam maior sensibilidade a gemcitabina.
Relativamente aos  polimorfismos  do
ERCCI1, virios estudos também j4 foram
realizados, na tentativa de saber qual o im-
pacto deles na sobrevida dos doentes com
NSCLC. Um estudo realizado em 2000
concluiu que existem polimorfismos espe-
cificos do ERCC1 que podem aumentar o
risco de cancro?. Dos SNP falados, incluin-
do o cédio 118 C/T, o C8092A% e o
C15310G* do ERCC, sabe-se que o poli-
morfismo C8092A pode ser um factor pre-
ditivo importante na sobrevida global em
doentes com NSCLC avancado e tratados
com quimioterapia baseada em cisplatina.
Ja o polimorfismo C15310G nio foi des-
crito como estando associado a qualquer
doencga®.

Isla ez al.>* estudou um SNP (single-nucleotide
polymorphism) do ERCC1 nos linfécitos do
sangue periférico em doentes com NSCLC
avangado e tratados com quimioterapia ba-
seada em cisplatina. Os autores concluiram
que os doentes com o polimorfismo 118C
tinham uma melhor sobrevida. Por outro
lado, outro estudo refere nao haver associa-
¢ao estatisticamente significativa entre esse
polimorfismo e a sobrevida global*.

Zhou et al.>* demonstraram que um aumen-
to do ntmero de variantes alélicas no
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ERCCI estd associado a uma diminuicio da
sobrevida global nesses doentes e que o na-
mero desses alelos pode ser preditivo da so-
brevida global.

Ap6s a andlise de diversos resultados obtidos
nos estudos observados, conclui-se que o
NER tem um papel fulcral na carcinogéne-
se, no progndstico e na resposta ao trata-
mento em doentes com NSCLC.

Em doentes com NSCLC em estidios ini-
ciais, observamos que niveis reduzidos de
ERCCI intratumoral traduziam niveis de so-
brevida inferiores, bem como uma maior sus-
ceptibilidade para recidivas; no entanto, estes
doentes apresentavam também uma maior
sensibilidade ao tratamento com platina, sen-
do portanto de grande interesse a identifica-
¢ao dos grupos que poderiam beneficiar de
quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante,
com base na expressao do ERCCI.

Pelo contririo, doentes com niveis elevados
de ERCCI apresentam um melhor prog-
néstico e uma menor probabilidade de reci-
diva, apesar de nio apresentarem qualquer
tipo de beneficio com o uso de quimiotera-
pia. No entanto, fica ainda por investigar
até que ponto doentes com elevados niveis
de ERCCI beneficiariam ou nao de qui-
mioterapia dupla nio baseada em derivados
da platina. Assim, em futuros estudos, a
quimioterapia individualizada tendo por
base os niveis de ERCC1 deverd ser um mé-
todo a considerar'®.

Em estddios mais avancados, os niveis de
ERCCI sio preditivos da sensibilidade 2 te-
rapéutica, permitindo-nos uma escolha, ba-
seada no perfil molecular individual de cada
doente. Apenas um estudo prospectivo de
fase 1I°° demonstrou uma eleva¢io na res-
posta terapéutica, mas nio na sobrevida glo-
bal de doentes tratados com cisplatina. Os
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restantes estudos, quer o prospectivo fase
117, quer o outro estudo retrospectivo’!, su-
geriram que a quimioterapia baseada nos
niveis individuais de ERCC1 aumenta as
respostas & quimioterapia e a sobrevivéncia.
No entanto, apesar de promissor, este ¢ um
tipo de estudo ainda dificil, uma vez que a
quantifica¢ao de ERCC1 ou de RRM1 requer,
para além de bi6psias do tumor, microdissec-
a0 a laser e subsequentes métodos de andlise
de expressao do gene, como imunoistoquimi-
ca’!, expressao de mRNA* e AQUA (guantita-
tive in situ protein analyses)®.

O ERCCI1 pode ser visto como um poten-
cial marcador, preditivo da resisténcia aos
compostos de platina, como a cisplatina, a
carboplatina e a oxaliplatina. No entanto,
nenhum estudo obteve provas sélidas que
pudessem considerar o ERCC1 um marca-
dor de resisténcia a todos os tipos de qui-
mioterapia. Além disso, o ERCC1 nio ¢,
necessariamente, o uUnico marcador que
pode prever a quimiossensibilidade aos deri-
vados da platina®.

Antes de podermos avaliar o potencial glo-
bal do ERCC1 como um marcador prediti-
vo de quimiossensibilidade, hd que repensar
certos pormenores técnicos, como sio: o
facto de o diagndstico ser feito tendo por
base um pequeno fragmento do tumor, que
pode até nem representar o tumor na sua
globalidade, devido a heterogeneidade do
marcador, bem como a bidpsia poder ser
realizada, quer no tumor primdrio, quer
numa metdstase. Uma vez que ainda nio
estd determinada a expressio do ERCC1 no
tumor primdrio e nas metastases, esta se-
quéncia podera ser considerada uma limita-
¢20o. Uma outra limitagdo passa pelo facto
de ser dificil, em estudo de IHC (uma técni-
ca praticdvel em qualquer laboratério), criar
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um valor éptimo de cuz-off para ERCCI1,
uma vez que o olho humano tem uma visao
a0 microscopio demasiado subjectiva. Ou-
tras dificuldades passam pelas diferencas ge-
néticas existentes na populacio, bem como
as interac¢oes com carcinogéneos, como ¢ o
caso do fumo do tabaco''.

Conclusoes

Um biomarcador como o ERCC1 deverd
ser validado e confirmado em estudos inde-
pendentes, sendo de futuro necessdrios estu-
dos prospectivos mais alargados, que deve-
rio ser discutidos com uma equipa
multidisciplinar, envolvendo nio apenas pa-
tologistas, mas também bioestatistas. Do
que podemos ter a certeza, com os dados
publicados até entio, é da utilidade da qui-
mioterapia individualizada, de acordo com
os niveis individuais de ERCC1'.

Os niveis de ERCC1 sao também influen-
ciados pelas alteracoes genéticas; assim, a
presenca de certos polimorfismos, como
s40 0 c6dao 118 C/T e o C8092A, pare-
cem apresentar relagoes, quer a nivel da
carcinogénese, da resisténcia aos citostiti-
cos, da sobrevida e mesmo a nivel do
prognostico.

Todos os dados apresentados nesta revisao
sao apenas referentes a tumores de nao pe-
quenas células (NSCLC), uma vez que nio
se encontram publicados estudos feitos em
tumores de pequenas células, o que traduz
uma lacuna na 4rea da investigacio do trata-
mento de carcinoma do pulmao, ji que a
terapéutica advogada para este tipo de tu-
mor é na maijoria das vezes quimioterapia e
radioterapia.

Estudos clinicos e laboratoriais demonstra-
ram que a elevada expressao do gene RRM1
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no NSCLC tem impacto no fenétipo do tu-
mor. Doentes submetidos a ressecgao cirtir-
gica, cujos tumores apresentavam expressao
aumentada do gene RRM1, tém maior so-
brevida do que os doentes com baixa expres-
sa0. No entanto, os doentes com NSCLC
avangado sujeitos a quimioterapia com gem-
citabina e cisplatina apresentam um pior
progndstico se o tumor apresentar expressao
aumentada do gene RRM1%.

Os polimorfismos podem estar associados a
eficiéncia de certos tratamentos quimiotera-
péuticos, aos seus efeitos téxicos e podem
ser usados como marcadores de progndsti-
co. Estudos efectuados demonstraram que o
polimorfismo RRM1 2464G>A estd asso-
ciado a uma aumento de sensibilidade ao
tratamento com gemcitabina; no entanto,
s30 necessdrios mais estudos funcionais e
clinicos para que a expressao deste polimor-
fismo seja considerada um indicador de
prognostico™.

Em relagao aos doentes submetidos a ressec-
¢ao cirtrgica curativa do NSCLC, foi con-
cluido que os SNP do promotor RRM1 tém
impacto na sua actividade e tém valor prog-
néstico. Entretanto, sio necessdrios estudos
mais aprofundados para uma melhor eluci-
dagao sobre os factores controladores da ex-
pressio do RRM1%.

E cada vez mais provével que doentes com
ERCCI positivo, apesar do seu progndstico
melhor, poderio num futuro ser tratados
com agentes nao derivados da platina, assim
como os doentes ERCCI1 negativos, com
um progndstico inicial mais desfavordvel do
que os anteriores, irdo ser considerados pos-
siveis candidatos a quimioterapia com deri-
vados da platina'.

O ERCC1 poderi ser considerado, de acordo
com os mecanismos de reparacio de ADN,
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uma faca de dois gumes®’, ou the two faces of

janus**. Uma menor capacidade de reparacio
do ADN (como ocorre em tumores com bai-
xos niveis de ERCC1) conduz a uma maior
instabilidade gendmica nas células cancerige-
nas e, consequentemente, conduz a uma mais
ripida aquisi¢io de caracteristicas malignas,
tal como a metastizagio. No entanto, por ou-
tro lado, também ¢ preditiva de uma resposta
mais favordvel a terapéutica, sugerindo que o
ERCCI1 possa ter uma funcio alternativa nas
células cancerigenas.
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