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Resumo

O cancro do pulméao é a principal causa de morte por cancro, em particular nos
Estados Unidos e na Europa. A taxa de sobrevivéncia global em 5 anos é de apenas
15%, sendo extremamente importante o desenvolvimento de métodos de deteccao
precoce que incluam estratégias de forma nao invasiva.

O genoma mitocondrial € mais susceptivel a lesbes e, consequentemente,
adquire mutacdes a uma taxa mais elevada do que o DNA nuclear, devido a auséncia
de histonas protectoras, a taxa elevada de producdo mitocondrial de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) e as limitagcbes nos mecanismos de reparagao
conhecidos para o mtDNA. Foram identificados em tumores humanos primarios,
muitos tipos de alteragdes no mMtDNA, incluindo delegdes, mutagdes pontuais,
insercoes e alteracdo do numero de copias. Alguns tipos de cancro apresentam um
aumento do conteudo do mtDNA, enquanto outros tém sido associados a diminuicao
do numero de copias do mtDNA, relativamente ao tecido ndo tumoral do mesmo
doente.

O objectivo principal deste estudo é avaliar o numero de cépias do mtDNA em
sangue e em tecido pulmonar, derivados de doentes com carcinoma bronco-pulmonar
para averiguar a sua utilidade como possivel biomarcador.

A analise relativa ao niumero de copias do mtDNA permitiu verificar uma
diferencga estatisticamente significativa entre as amostras de sangue e as amostras de
tecido dos doentes com carcinoma bronco-pulmonar. Observou-se que 66,7% das
amostras de sangue apresentam uma diminuicdo do numero de copias do mtDNA
relativamente ao controlo, enquanto 67,6% das amostras de tecido dos mesmos
doentes apresentam um aumento no tecido tumoral relativamente ao tecido pulmonar
normal. O estudo comparativo deste parametro em amostras de sangue de casos de
doenga pulmonar inflamatéria permitiu identificar um comportamento semelhante ao

obtido para as amostras de sangue dos doentes com carcinoma bronco-pulmonar.

xiii



Este estudo permitiu concluir que o numero de cépias do mtDNA no sangue
nao pode ser utilizado como um biomarcador do cancro do pulmao. Para além disso,
permitiu confirmar que o numero de copias do mtDNA esta alterado no tecido tumoral
comparativamente ao tecido normal, concluindo-se que ocorre diminuigdo nas
amostras de sangue e um aumento nas amostras de tecido, relativamente ao controlo.

A andlise de correlacéo entre os parametros clinicos e o nimero de cépias de
mtDNA no tecido normal vs. tecido tumoral, revela que ocorre um aumento do
conteudo de mtDNA no tecido normal dos fumadores activos, comparativamente aos
fumadores passivos.

O presente estudo é original e representa um contributo importante para a
compreensao das alteragbes no numero de copias do mtDNA em células

cancerigenas do cancro do pulmao e em tecido periférico.
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Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths particularly in the United
States and in Europe. The overall 5-year survival rate is only 15% and the development
of early detection assays, which include noninvasive strategies, is extremely important.

The mitochondrial genome is more susceptible to DNA damage and,
consequently, acquires mutations at a higher rate than nuclear DNA, due to lack of
protective histones, high rate of mitochondrial reactive oxygen species (ROS)
production and scarcity of repair mechanisms known for mtDNA. Many types of mtDNA
alterations have been identified in primary human cancers, including deletions, point
mutations, insertions, and copy number changes. Some types of cancer present
increased mtDNA content, while others have been associated to mtDNA copy number
decreased, compared to non-cancerous tissue from the same patient.

The main aim of this study is to evaluate the mtDNA copy number in blood and
lung tissue, derived from patients with lung cancer, in order to determine its role as a
possible biomarker.

The analysis on the mtDNA copy number has shown a statistically significant
difference between the blood and tissue samples of patients with lung cancer. It was
observed that 66.7% of blood samples show a decrease in the mtDNA copy number as
compared with the control, while 67.6% of samples from the same patients show an
increase in cancer lung tissue, compared to normal lung tissue. The comparative study
of this parameter in blood samples from cases with inflammatory lung disease has
show that the results are similar to that obtained for the blood samples of patients with
lung cancer.

In conclusion, this study suggests that mtDNA copy number in the blood can not
be used as a biomarker of lung cancer. In addition, we have confirmed that mtDNA
copy number is altered in tumor tissue compared with normal tissue; there is a

decrease in blood samples and an increase in tissue samples relative to control.
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Correlation analysis between clinical parameters and mtDNA copy number in
normal tissue vs. tumor tissue, shows that occurs an increase of mtDNA content in
normal tissue of active smokers, compared to passive smokers.

This study is original and represents an important contribution to the understand

of changes in mtDNA copy number in cells of lung cancer and peripheral tissue.
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1.Introducao
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Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo

1.1. Mitocondria

1.1.1. Estrutura e Fungao

As mitocOndrias sao organelos intracelulares presentes em todas as células
eucarioticas e sao responsaveis pela sintese de aproximadamente 90% de adenosina
trifosfato (ATP), através do processo de fosforilagdo oxidativa (oxidative
phosphorylation, OXPHOS) (Taanman, 1999). A mitocondria é um organelo
fundamental na célula: é constituida pela membrana externa (MEM), lisa e esférica, e
interna (MIM) com numerosas cristas que delimitam o espaco intermembranar do
espaco intra-mitocondrial, a matriz (Grazina, 2004).

Para além de desempenharem um papel importante na respiracao aerdbia e no
fornecimento de substratos energéticos para vias metabdlicas intracelulares, as
mitocondrias ainda apresentam uma funcdo importante na sinalizagdao celular,
particularmente na regulagdo da morte celular por apoptose. Na mitocondria ocorrem
varias vias metabodlicas importantes, incluindo a fosforilagdo oxidativa, o ciclo de
Krebs, B-oxidacéo e a sintese de lipidos e colesterol. Devido ao seu papel fundamental
no organismo humano, defeitos na fungdo mitocondrial pode ter consequéncias
desastrosas (Schapira, 2006).

A densidade de mitocdndrias varia de tecido para tecido e esta relacionado
com a dependéncia de energia desse tecido; assim as mitocOndrias sdo mais
abundantes em tecidos ou 6rgdos metabolicamente mais activos. Os neurénios e
células do musculo-esquelético e cardiaco tém uma alta densidade de mitocéndrias, o
que, de certa forma, explica a sua sensibilidade a defeitos dependentes de energia,
resultando em deficiéncias mitocondriais (Schapira, 2006).

O principal papel da mitocéndria € converter os produtos de oxidacdao de

biomoléculas, como os hidratos de carbono, em diéxido de carbono (CO,) e agua
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(H20), usando para isso enzimas-chave do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria
mitocondrial (CRM). A CRM ¢é constituida por cinco complexos enzimaticos,
localizados na MIM, que permitem a sintese de ATP, pelo processo de OXPHOS, a
partir da transferéncia de electrdes entre os varios complexos: NADH desidrogenase
(Complexo 1), succinato desidrogenase (Complexo Il), ubiquinol-citocromo c¢ redutase
(Complexo lll), citocromo ¢ oxidase (Complexo IV) e transportadores intermediarios
(coenzima Q e citocromo c¢). Durante estas reacgbes sdo bombeados protdes (H")
para o espaco intermembranar, estabelecendo um gradiente de protdes. A difusao de
protdes através de um canal formado pela enzima ATP sintase (Complexo V) fornece
energia para a sintese de ATP, pelo processo de OXPHOS, em que ha acoplamento
desta sintese ao transporte de electrdes derivados dos equivalentes redutores
(nicotinamida-adenina dinucledtido reduzida - NADH e flavina-adenina dinucleotido
reduzida - FADH,) produzidos na oxidacado de substratos (Figura 1) (Grazina, 2004;
Johannsen & Ravussin, 2009). A formacdo de ATP na mitocondria tem um papel
central para o bom funcionamento de uma variedade de tecidos e érgaos (Johannsem

& Ravussin, 2009).

o e
O D DD DD BB SIS
R s S R SRR
BEEEEEEEE
Espaco intermembranar
4 H+ 4 H* 2 Ht
+ (d ..p|<
. P
|
FADH, FAD* 2H H,0
+ 2H* + 20, 3H*
NADH MAD*
+H* +2H* ADP ATP
+ Pi
Matriz

Figura 1 — Cadeia de transporte de electrées da mitocondria (adaptado de

Johannsen & Ravussin, 2009).
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1.1.2. Caracteristicas do DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) encontra-se na matriz da mitocdndria, apresenta
uma estrutura pequena, covalentemente fechada, circular e de cadeia dupla. E
maioritariamente codificante e a sua replicagcdo ocorre de forma semi-autbnoma (Mao
& Holt, 2009).

A replicacdo e a transcricdo dependem de factores de origem nuclear, como a
DNA polimerase gama (POLG), estando as sequéncias reguladoras essenciais
localizadas no D-loop (displacement loop). O D-loop é uma regido nao codificante do
MtDNA, localizada entre os nucleétidos, contendo um fragmento da cadeia pesada
(HC) em tripla cadeia, que se encontra ligado de forma complementar a cadeia leve
(LC) (Grazina, 2004). A replicacao inicia-se na HC, na regido D-/oop, através da accao
da POLG, que permite uma replicacao fiel, constante e correcta do mtDNA e através
das proteinas mtSSBP (mitochondrial single stranded binding-protein) que estabilizam
o mtDNA aumentando a actividade da POLG (Schapira, 2006). Quando a replicacéo
atinge o final da cadeia, a LC comega a replicar-se em sentido contrario a HC, motivo
pela qual a replicagdo do mtDNA é mencionada como bi-direccional. Apds a sintese
das novas cadeias e da acgdo de uma DNA ligase, obtém-se uma molécula de mtDNA
idéntica a cadeia molde (Grazina, 2004). Este processo permite que as mitocondrias
possuam o numero de copias do genoma mitocondrial adequado para manter a
estrutura e fungdo da CRM (Schapira, 2006).

A transcricdo do mtDNA decorre de forma assimétrica, a partir dos promotores
da cadeia leve (P.) e pesada (Py), localizados na regido D-loop. Estes promotores
funcionam em direcgdes contrarias, sendo a cadeia Oy transcrita no sentido contrario
ao dos ponteiros do relégio (Grazina, 2004).

O genoma mitocondrial humano é composto por 16,568 pares de bases (pb) e

codifica para 22 RNAs de transferéncia (tRNAs), 2 RNAs ribossomais (rRNAs) e 13
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polipeptideos do sistema enzimatico da CRM (Grazina, 2004). As 13 proteinas
codificadas pelo mtDNA humano sdo subunidades da CRM, que catalizam a
OXPHOS; 7 sao subunidades do complexo I, o citocromo b faz parte do complexo lll, 3
sao subunidades do complexo IV e 2 sdo subunidades do complexo V. Estas proteinas
sdo essenciais para a OXPHOS (Figura 2) (Schapira, 2006; Spinazzola & Zeviani,

2009).

Leuwur) ¥

mtDNA Humano

16568 pb

Figura 2 — Genoma mitocondrial humano. Os genes que codificam as
subunidades do complexo | (ND1-ND6 e ND4L) estdo representados a
verde; os genes que codificam subunidades do citocromo ¢ oxidase (COI-
COlll) estao representados a amarelo; o gene que codifica o citocromo b do
complexo lll encontra-se representado a roxo e 0s genes que codificam as
subunidades da ATP sintase (ATP 6 e 8) estdo representados a rosa. Os
genes que codificam os dois rRNAs (12S e 16S) estdo representados a
vermelho e os genes que codificam os 22 tRNAs estdo indicados pelas
linhas pretas e cinzentas. A regido nao codificante D-loop contém
sequéncias que sdo vitais para o inicio da replicacdo e transcrigdo do
mtDNA (adaptado de Birch-Machin & Swalwell, 2010).

Bonifacio C, 2011 5



Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo

Em células normais, cada mitocdndria possui 2-10 copias do mtDNA e cada
célula humana pode conter entre 1000 a 10,000 copias do mtDNA. Os genes que
codificam os tRNAs e rRNAs estao distribuidos ao longo de todo o genoma,
intercalados nas sequéncias que codificam os peptideos da CRM (Grazina, 2004;
Falkenberg et al., 2007).

O miDNA apresenta varias caracteristicas particulares, uma dessas
caracteristicas é a presenca de genoma hapléide, devido a hereditariedade do mtDNA
ser estritamente por via materna. Para além disso, e ao contrario do DNA nuclear
(nDNA), o mtDNA n&o contém intrdes e histonas protectoras e encontra-se proximo da
CRM, sendo mais susceptivel a sofrer danos oxidativos (Singh et al., 2005; Hosgood
et al., 2010). Devido a presenga maioritaria de sequéncias codificantes e ao sistema
de reparacdo de DNA pouco eficiente, o mtDNA apresenta uma taxa de mutacao
substancialmente maior (10-20 vezes) do que o nDNA (Bonner et al., 2009; Hosgood
et al.,, 2010). As moléculas de mtDNA mutadas e as moléculas de mtDNA wild-type
podem coexistir na mesma célula, tecido ou 6rgdo num estado chamado de
heteroplasmia. Quando a mitocéndria contém apenas DNA mutado ou apenas DNA
wild-type, ocorre homoplasmia (Penta et al., 2001).

O estudo do mtDNA apresenta varias vantagens, quando comparado com o
NDNA: para além de ser mais pequeno e estar mais bem caracterizado, apresenta um
elevado numero de copias, sendo necessario menos tecido para analise. Além disso, o
mtDNA é mais resistente aos danos provocados pelo isolamento e armazenamento,
devido ao pequeno tamanho e a estrutura covalentemente fechada e circular
(Jakupciak et al., 2005).

A expressao normal do mtDNA é vital para a biogénese do sistema da CRM. A
literatura refere que defeitos no genoma mitocondrial podem contribuir para uma
ampla variedade de condicbes patoldgicas, incluindo doencas degenerativas,
neurodegenerativas, envelhecimento e cancro (Jakupciak et al., 2005). Os disturbios

clinicos tém uma prevaléncia de pelo menos 1:5,000 (Chinnery et al., 2000), sendo de
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5,4/100.000 na populagdo pediatrica (Diogo et al, 2009) e de 3,6/100.000 na

populagdo adulta da Regido Centro de Portugal (Grazina, 2004).

1.2. Espécies reactivas de oxigénio e stresse oxidativo

As mitocondrias ndo sao so responsaveis pela producao de ATP através do ciclo
de Krebs e fosforilagdo oxidativa para manter a sobrevivéncia celular, mas também
sdo responsaveis pela producao de cerca de 85% de espécies reactivas de oxigénio
(ROS) intracelular durante o transporte de electrdes, para promover a diferenciagcao
celular e induzir a apoptose (Lin et al., 2008).

As ROS sao compostos que contém oxigeénio e sao radicais livres, altamente
reactivos, ou compostos facilmente convertiveis nestes radicais (Smith et al., 2004).
Podem ser definidos como moléculas que apresentam um ou mais electrées
desemparelhados na sua 6rbita atébmica ou molecular, o que lhe confere um elevado
grau de reactividade (Valko et al., 2007).

A produgao de oxigénio (O,) nas células é uma ocorréncia diaria natural e €
essencial para as reacgdes de oxidacao nas vias de produgao de ATP, desintoxicacao
e biossintese. No entanto, através de uma série de processos enzimaticos e nao
enzimaticos, que existem normalmente na célula, o O, pode receber um unico electrao
transformando-se em radical de oxigénio, altamente reactivo, que provoca danos nos
lipidos celulares, proteinas e DNA. As principais ROS s&o o anido superoxido (O,7), o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxilo ((OH), sendo este ultimo o mais
lesivo (Smith et al., 2004).

A literatura refere que cerca de 2-5% do oxigénio molecular consumido durante a
respiragao fisiolégica normal € convertido em radicais superdxido. A redugdo de um
electrao do oxigénio molecular produz um intermediario relativamente estavel, o O,",

que pode ser considerado o precursor da maioria das ROS. A principal fonte de
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producdo de O,", na maioria dos tecidos, € a cadeia de transporte de electrbes
mitocondrial, associada a OXPHOS, que contém varios centros redox que podem
ceder electrdes ao oxigénio molecular para a producdo de O,", sendo os dois locais
principais de producdo, a regido ubiquinona — citocromo b do complexo Ill e o
complexo I. No complexo lll, a principal fonte do O,” é o radical de semi-ubiquinona
(*QH) que é obtido através da reducdo da ubiquinona (Q) por um electrdo, que
transfere esse electrao para o oxigénio molecular. No complexo | a produgédo do O,” é
obtida através da auto-oxidagdo da FADH, (Grazina, 2004; Brookes et al., 2004;
Orrenius et al., 2007) (Figura 3). Os farmacos, a radiacao natural, os poluentes do ar,
os oxidantes ambientais, as toxinas, metais pesados e outras substancias quimicas
também podem aumentar a formacgao de radicais livres nas células (Smith et al., 2004;
Schrader et al., 2006).

Em 1956, Denham Harman propés que os radicais livres, produzidos pelo
metabolismo normal poderiam ser a causa do envelhecimento e de doencas
degenerativas associadas. Em 1972 o mesmo autor verificou que as mitocdndrias sao
a principal fonte e o principal alvo dos radicais livres e a acumulagcdo de danos ao
longo do tempo leva ao envelhecimento (citagdo em Lee et al., 2010).

As ROS sao essenciais para a diferenciacdo celular; no entanto, o excesso de
ROS pode danificar o DNA e levar posteriormente a carcinogénese (Lin et al., 2008).
Niveis elevados de ROS exercem um efeito toxico em biomoléculas como o DNA,
proteinas e lipidos, provocando acumulacdo de danos oxidativos em diversos locais
celulares (Schrader et al., 2006). A lesao celular de elementos estruturais, incluindo as
membranas lipidicas das mitocondrias, afecta a fungdo mitocondrial, prejudicando a
integridade do mtDNA e da CRM (Hosgood et al., 2010). Com o tempo, o excesso de
producao de ROS pode exceder a capacidade antioxidante da mitocdndria,
provocando stresse oxidativo, que causa eventualmente dano ou morte celular

(Johannsen & Ravussin, 2009).

Bonifacio C, 2011 8



Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo

As ROS tém a hipotese de contribuir para o desenvolvimento de uma ampla
variedade de patologias, incluindo doengas cancerigenas, diabetes tipo I,
aterosclerose, processo inflamatério crénico, isquémia e varias doencas

neurodegenerativas (Droge, 2002; Orrenius et al., 2007; Bonner et al., 2009).

er

de”
NADH 0, 0,
O, +4H" 2H.O

Succinato

Figura 3 — Formacdo de espécies reactivas de oxigénio na cadeia
respiratoria mitocondrial. Cyt. c¢: citocromo c; Ub: ubiquinona (adaptado de
Orrenius et al., 2007).

O stresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo de ROS ultrapassa a
capacidade da célula para a sua remog¢ao (Smith et al., 2004).

O O," pode ser convertido em H,O, através de dismutacdo espontdnea ou pela
enzima superéxido dismutase (SOD) (Brookes et al., 2004). O H,O, € um agente
oxidante fraco e, embora ndo seja um radical, € classificado como ROS, pois pode
originar o ‘OH (Smith et al., 2004). Metais de transicdo, tais como o ido ferro (Fe?*) ou
0 id0 cobre (Cu®), catalisam a formagao do ‘OH a partir de H,O,, através da reacgéo
ndo enzimatica de Fenton (Figura 4). Além disso, o O,” pode interagir com outras
moléculas para originar ROS “secundarias”; pode produzir o ‘OH através da interacgao
com o H,O,, pela reaccao de Haber-Weiss (Figura 5) (Bandyopadhyay et al., 1999;

Smith et al.,, 2004; Valko et al., 2007), podendo ainda originar o radical de nitrogénio
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peroxinitrito (ONOQ), altamente lesivo, por interaccdo com o o6xido nitrico (NO)
(Grazina & Oliveira, 2001).

O "'OH é, provavelmente, o mais reactivo das ROS; inicia reacgdes em cadeia, que
formam peréxidos lipidicos e radicais organicos, apresenta um tempo de semi-vida
curto, aproximadamente 10%. Quanto mais curto o tempo de semi-vida, maior é a
instabilidade da sua configuracao electrénica e, portanto, maior sera a rapidez com

que ira interagir com outras moléculas (Valko et al., 2007).

Peréxido de
hidrogénio
Fe2+

Fe?*

Radical lao
hidroxilo hidroxilo

Figura 4 — Reaccao de Fenton (adaptado de Smith et al., 2004).

___________

Superoéxido Peréxido de
hidrogénio

H+

O, + H,0 + ;=OH:

Oxigénio  Agua Radical
hidroxilo

Figura 5 — Reaccdo de Haber-Weiss (adaptado de Smith et al., 2004).
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Como as mitocéndrias sédo o principal local de producédo de ROS, é provavel que o
mtDNA seja mais susceptivel a danos do que o nDNA, acrescido ao facto de as
mitocédndrias possuirem mecanismos de reparacdo de DNA menos eficientes do que o
nucleo (Jakupciak et al., 2005), no entanto, as células protegem-se contra os danos
causados pelas ROS e outros radicais, através de sistemas de defesa anti-oxidante
(enzimaticos e ndo enzimaticos). Nas defesas enzimaticas, destacam-se a SOD, que
remove o anido superoxido, a catalase e a peroxidase do glutatido que actuam sobre o
H,0,, transformando-o em H,O. A vitamina E, vitamina C, entre outras, sdo defesas
nao enzimaticas que também protegem as células da lesdo por ROS (Grazina, 2004;

Smith et al., 2004).

1.3. Carcinoma bronco-pulmonar

1.3.1. Taxas de incidéncia e mortalidade

O carcinoma bronco-pulmonar é a principal causa de morte por tumor maligno em
homens e mulheres, em particular nos Estados Unidos e na Europa, apesar de a sua
incidéncia ser menor do que o cancro da préstata nos homens e o0 cancro da mama
nas mulheres (Figura 6) (Pastorino et al., 2010; Cagle et al., 2011).

Esta patologia mata mais de 1 milhdo de pessoas em todo o mundo tendo como
principal factor de risco o tabagismo. Nos Estados Unidos havia mais de 215.020
casos de cancro do pulmao e 161.840 mortes em 2008 (Dasgupta et al., 2009). Apesar
da significativa melhoria nas terapéuticas disponiveis, incluindo cirurgia, quimioterapia
e radioterapia, a taxa de sobrevivéncia global em 5 anos é de apenas 15%, variando

de 6% a 14% para homens e de 7% a 18% nas mulheres. Desde 1985, o numero
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estimado de casos de cancro do pulmdo aumentou mais 51% (Dasgupta et al., 2009;
Cagle et al., 2011).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2010, o cancro matou
cerca de 30 mil pessoas em Portugal, um aumento de 20% relativamente a 2009 e
devera dentro de alguns anos tornar-se a principal causa de morte no pais,
ultrapassando as doengas cardiovasculares.

Em Portugal, o cancro do pulmdo é a principal causa de morte nos homens
portugueses, mas em termos de incidéncia, o cancro da prostata ocupa a primeira
posicdo. Nos ultimos anos, o numero de pessoas com cancro do pulmao tem crescido
em Portugal, devido ao aumento da incidéncia da doenga nas mulheres.

O cancro do pulmdo é considerado uma doenga agressiva, implacavelmente
progressiva com poucas opg¢des de tratamento (Cagle et al., 2011). Ha varias
explicagdes possiveis para a disparidade entre a sobrevivéncia no cancro do pulméao e
de outros tumores comuns, incluindo a deteccdo tardia e a heterogeneidade
histologica (Pastorino et al., 2010).

Oitenta e cinco por cento dos casos de carcinoma bronco-pulmonar ocorrem em
fumadores de tabaco. Além disso, doentes afectados permanecem em risco
significativo para o desenvolvimento de um segundo tumor primario ao longo da sua
vida. Assim, o desenvolvimento de métodos adequados para a deteccido precoce da
doenca e que também permitam o acompanhamento e avaliagdo continua da evolugao
da doenca nos doentes com neoplasia primaria de pulméo sao de extrema importancia
(Dasgupta et al., 2009).

Pode-se esperar redugdes do numero de casos de cancro se houver um melhor
diagndstico na populagdo e implementacdao das tecnologias de rastreamento. A
melhoria no progndstico do cancro do pulmdo pode ser conseguida principalmente
através do desenvolvimento e validacao da deteccao precoce de ensaios, que incluem

estratégias de forma néao invasiva (Jakupciak et al., 2005).
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Estimated New Cases*

Males Females

Prostate 217,730 28% Breast 207,090 28%

Lung & bronchus 116,750 15% Lung & bronchus 105,770 14%
Colon & rectum 72,090 9% Colon & rectum 70,480 10%
Urinary bladder 52,760 7% Uterine corpus 43,470 6%
Melanoma of the skin 38,870 5% Thyroid 33,930 5%
Non-Hodgkin lymphoma 35,380 4% Non-Hodgkin lymphoma 30,160 4%
Kidney & renal pelvis 35,370 4% Melanoma of the skin 29,260 4%
Oral cavity & pharynx 25,420 3% Kidney & renal pelvis 22,870 3%
Leukemia 24,690 3% Ovary 21,880 3%

Pancreas 21,370 3% Pancreas 21,770 3%

All Sites 789,620 100% All Sites 739,940 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 86,220 29% Lung & bronchus 71,080 26%
Prostate 32,050 1% Breast 39,840 15%

Colon & rectum 26,580 9% Colon & rectum 24,790 9%
Pancreas 18,770 6% Pancreas 18,030 7%

Liver & infrahepatic bile duct 12,720 4% Ovary 13,850 5%
Leukemia 12,660 4% Non=Hodgkin lymphoma 9,500 4%

Esophagus 11,650 4% Leukemia 9,180 3%
Non-Hodgkin lymphoma 10,710 4% Uterine Corpus 7,950 3%
Urinary bladder 10,410 3% Liver & infrahepatic bile duct 6,190 2%

Kidney & renal pelvis 8,210 3% Brain & other nervous system 5,720 2%
All Sites 299,200 100% All Sites 270,290 100%

Figura 6 — Estimativa de novos casos de cancro e 6bitos em 2010 (Jemal et
al., 2010).

1.3.2. Factores de risco

Os principais factores de risco comportamentais e ambientais para a mortalidade
no mundo por cancro estdo relacionados com a dieta, inactividade fisica, uso de
substancias aditivas, exposi¢gdo a poluicdo do ar, uso de agua contaminada e
predisposi¢cao genética (Weiderpass et al., 2010).

Outros factores etiolégicos relevantes sdao a exposicdo a hidrocarbonetos
policiclicos, cromatos, arsénico e niquel. O radao, um gas radioactivo produto da

desintegracdo do urénio, que varia de intensidade de regido para regido e esta
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presente nas minas de urdnio, também ¢é um factor etiolégico relevante
(Hammerschmidt et al., 2009).
Sabe-se que 71% das mortes por cancro do pulmao tém como principal causa
o consumo de tabaco (Weiderpass et al, 2010). Os cigarros contém varios
componentes, incluindo potentes agentes cancerigenos, como o benzopireno, e uma
quantidade significativa de radicais livres e estes radicais e agentes cancerigenos
podem causar danos no DNA, nas proteinas e nos lipidos tornando-se assim o
principal factor de risco (Lee et al., 1998). O efeito combinado do uso do tabaco, baixo
consumo de verduras e poluicdo atmosférica urbana sao responsaveis por 76% das
mortes por cancro do pulmao (Weiderpass et al., 2010). Quinze por cento dos
fumadores cronicos desenvolvem cancro do pulm&o, mas 10% dos casos de cancro
do pulmao ocorrem em ndo fumadores. Em ndo fumadores, a exposicdo ao fumo
passivo ou a outras substancias cancerigenas para o pulmido ou a poluicdo do ar
contribuem para o cancro (Pastorino et al., 2010).
A exposicao a estes factores ambientais e comportamentais é evitavel, através de
modificagdes no estilo de vida que podem ter um grande impacto na reducdo da

incidéncia do cancro no mundo inteiro (Weiderpass et al., 2010).

1.3.3. Classificagao histolégica

O sistema de classificagdo dos tumores fornece uma base para o diagnéstico
do tumor e para a terapia a adoptar em cada doente e também fornece uma base
critica para estudos epidemioldgicos e clinicos. A classificagao é feita com base nas
caracteristicas histologicas dos tumores observados em cirurgia ou biopsia (Brambilla
et al., 2001).

De acordo com a classificagéo histolégica da Organizagdo Mundial de Saude

(OMS) o cancro do pulmao é dividido em quatro tipos histolégicos principais:

Bonifacio C, 2011 14



Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo

carcinoma de células escamosas (também chamado de carcinoma epidermdide),
adenocarcinoma, carcinoma do pulméao de grandes células e carcinoma do pulmao de
pequenas células (Travis et al., 2004).

O subtipo histolégico actualmente mais comum de neoplasia de pulmé&o € o
adenocarcinoma sendo predominante em muitos paises, aumentando a incidéncia nos
ultimos anos e representa aproximadamente 28% dos casos em homens e 42% em
mulheres. O carcinoma de células escamosas também é muito comum, compreende
44% dos casos de cancro do pulmao nos homens e 25% em mulheres; o carcinoma
de pequenas células varia de 15 a 20% e o carcinoma de grandes células
aproximadamente 10% (Travis et al., 2004; Hammerschmidt et al., 2009).

O adenocarcinoma é um tumor epitelial maligno com diferenciagao glandular ou
com produgdo de mucina. Os adenocarcinomas pulmonares sao divididos em acinar,
papilar, broncoalveolar e sélido com producido de mucina (Cagle et al., 2011).

O carcinoma de células escamosas exibe a maior correlagado observada com o
tabagismo (> 90%). E um tumor epitelial maligno que mostra queratinizagdo e/ou
pontes intercelulares que surge a partir do epitélio do brénquio.

O carcinoma de pequenas células € um tumor maligno constituido por células
pequenas com escasso citoplasma e nucleos grandes com cromatina nuclear
finamente granular, auséncia ou discreta presenga de nucledlos. As células séo
redondas, ovais e fusiformes. A necrose é tipicamente extensa e o indice mitético é
elevado.

O carcinoma de grandes células e os carcinomas pleomorficos tém auséncia
de caracteristicas citolégicas e arquitectonicas do carcinoma de pequenas células,
constituindo grupos com tipos histologicos especificos e também morfologia

heterogénea de sobreposi¢ao entre todos os padrdes possiveis (Travis et al., 2004).
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1.3.4. Classificagao TNM

O estadio da doenca desempenha um papel critico na orientacdo do
tratamento, seleccdo e na determinacdo do prognédstico. Além disso, a avaliagdo da
resposta ao tratamento e a pesquisa clinica do cancro séo facilitados por um sistema
universal. O estadiamento TNM oferece uma descricdo clinica consistente e
reprodutivel do cancro do pulm&o com base no grau de envolvimento anatémico. Isto é
conseguido por definicdo das caracteristicas do tumor primario (T), envolvimento de
ganglios linfaticos (N) e metastases a distancia (M). A sétima edi¢cao do estadiamento
TNM foi publicada recentemente e compreende os parametros seguintes (Lababede et

al., 2011):

T — Descri¢ao do tumor primario:

Tx — Carcinoma oculto, encontrado em células malignas no escarro ou lavado
brénquio, sem visualizagdo do tumor primario.

TO — Nenhuma evidéncia do tumor primario.

Tis — Carcinoma “in situ”.

T1 — Tumor menor de 3 cm no seu maior didmetro, rodeado por pulmao ou pleura
visceral. Sem evidéncia broncoscopia da invasao do brénquio lobar. Subdivisdes: T1a
(tumor <2 cm) e T1b (2cm <tumor < 3 cm).

T2 — Tumor> 3 cm mas < 7 cm, envolvimento do bronquio principal (distancia da carina
= 2cm) invasao da pleura visceral, presenga de atelectasia ou pneumonia obstrutiva
sem envolvimento de todo o pulmao. Subdivisdes: T2a (3 cm <tumor < 5cm) e T2b
(5cm <tumor <7 cm).

T3 — Tumor> 7cm no brénquio principal (dentro de 2 cm da carina), ou tumor com

atelectasia ou pneumonia obstrutiva de todo o pulmao, invasdo directa da parede
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toracica (incluindo tumor de sulco superior), diafragma, o nervo frénico, pleura
mediastinal ou pericardio parietal. Nédulos pulmonares no mesmo lobo do primario.

T4 — Tumor de qualquer tamanho que invade uma das seguintes estruturas:
mediastino, coragdo, grandes vasos, traqueia, nervo laringeo recorrente, esofago,
corpo vertebral, ou carina, ou tumor com nédulo(s) num lobo diferente, ipsilaterais ao

tumor primario

N — Envolvimento de génglios linfaticos

Nx — Os ganglios linfaticos nao podem ser avaliados.

NO — Sem metastase em ganglio linfatico regional.

N1 — Metastase em ganglios linfaticos peribronquicos ipsilaterais e/ou hilares
ipsilaterais e intrapulmonares, incluindo envolvimento por extensao directa.

N2 — Metastase em ganglio linfatico mediastino ipsilateral e/ou sub-carinais.

N3 — Metastases em ganglios linfaticos hilares, mediastino contralateral; escalénico

ipsilateral ou contralateral, ou supra-escalénico.

M — Metastases
MO — Auséncia de metastase a distancia.
M1 — Presencga de metastase a distancia.
Subdivisdes: M1a — Derrame pleural maligno ou com nddulos neoplasicos

contralaterais. M1b — Metastase a distancia.

De acordo com a descricdo TNM observada em cada doente, o estadio da
doenga € obtido através do sistema de classificagdo apresentado na Tabela |

(Lababede et al., 2011).
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Tabela | — Sistema de estadiamento TNM para carcinomas pulmonares
(adaptado de Lababede et al., 2011).

Occult carcinoma (TxNOMO)

Stage 0 (TisNOMO)

Stage TA (T1a/bNOMO)

Stage IB (T2aNOMO)

Stage IIA (T1a/bNIMO, T2aN1MO, T2bNOMO)
Stage 11B (T2ZbN1MO, TANOMO)

Stage 1T1A (T(1-3)N2MO, TANIMO, TAN(0-1)MO)
Stage 111B (TANZMO, T(1-4)N3MO)

Stage IV (Any T, any N, M1)

1.4. DNA mitocondrial e Carcinogénese

Tem sido proposto que o mtDNA esta envolvido na carcinogénese dada sua
elevada susceptibilidade a mutacdes e a danos oxidativos, que se deve a varios
factos, nomeadamente: reduzido nimero de sequéncias nao codificantes e ineficiente
sistema de reparacdo de DNA, ndo conseguindo, por isso, compensar os danos
causados pelos erros normais de replicagdo ou pelos agressores externos, como a
radiagéo ou as ROS (Penta et al., 2001; Bonner et al., 2009; Hosgood et al., 2010).

O desenvolvimento de tumores tem sido frequentemente associado a
alteragdes na fungdo do genoma mitocondrial e a mutagdes (Copeland et al., 2002),
que podem estar associadas a danos na CRM e producdo de ATP deficiente. As
mitocéndrias desempenham um papel fundamental na producdo de energia e na
OXPHOS, conforme descrito anteriormente, mas sao produzidas ROS, como
subprodutos desse processo, que provocam danos no DNA. Como as mitocéndrias
sao o local principal de producdo de ROS, o mtDNA é mais propenso a sofrer esses
danos (Jakupciak. et al, 2005). Todos os genes do mtDNA sdo essenciais para a

biogénese e para a fungao bioenergética da mitocéndria, qualquer mutagido no mtDNA
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que leva a expressao alterada desses genes podera causar uma deficiéncia na
OXPHOS e aumento da produgdo de ROS no metabolismo aerdbio. Devido ao papel
crucial do mtDNA na formagdo da CRM, mutacbées neste genoma podem afectar a
producado de energia, o stresse oxidativo e a sobrevivéncia da célula contribuindo para
o envelhecimento e/ou carcinogénese (Lee et al., 2010).

Nas ultimas duas décadas, foram identificados muitos tipos de alteragdes no
mtDNA nos tumores humanos primarios, incluindo dele¢des, mutagdes pontuais,
insercdes e, muito recentemente, alteragdo do numero de cépias (Lee et al., 2010).

As mutagdes no mtDNA tém sido descritas numa grande variedade de tumores,
incluindo ovario, rim, figado, pulmao, célon, estbmago, cérebro, cabega e pescogo,
mama e leucemia, entre outros (Singh, 2006; Mizumachi et al., 2008).

Diversos estudos sugeriram que o conteudo do mtDNA estava alterado em células
tumorais em comparagédo com as células normais; no entanto, em algumas situagdes
foi observado aumento do conteitdo do mtDNA e noutras situagdes diminuicao
(Bonner et al., 2009). Alteragcdes no numero de cépias do mtDNA foram encontradas
em varios tipos de cancro, nomeadamente da cabeca e pescogo, colo-rectal, do
endométrio, do ovario, da prostata e carcinoma papilar da tirdide apresentam um
aumento do numero de cépias do mtDNA. Por outro lado, a maioria dos carcinomas
renais, hepatocelular, cancro gastrico e cancro da mama apresentam diminui¢gdo do
numero de copias do mtDNA. As alteragcdes no numero de copias do mtDNA em
tumores parecem depender do tipo de cancro, mas ha ainda questdes por esclarecer
(Cuezva et al., 2002; Kim et al., 2004; Yin et al., 2004; Lee et al., 2004; Lee et al.,
2005; Mambo et al., 2005; Wang et al., 2006; Yu et al., 2007; Mizumachi et al., 2008;

Lee et al., 2010).
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1.4.1. Carcinoma bronco-pulmonar e numero de coépias do

mtDNA

Em 1998, Lee et al. demonstraram pela primeira vez que o indice relativo do
mtDNA no tecido pulmonar de doentes com doengas pulmonares e os danos
oxidativos aumentavam com a idade, apoiando a ideia de que a fungao respiratéria
sofre um declinio com a idade. As células sao capazes de compensar a redugcao da
sintese de ATP induzindo a proliferagdo da mitocondria e /ou aumentando a expressao
de genes da OXPHOS. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os autores
propuseram que o stresse oxidativo e os danos oxidativos no DNA podiam provocar a
activagao da replicacao e/ou a transcricdo do mtDNA nos tecidos pulmonares (Lee et
al., 1998).

Em 2005, num estudo efectuado com amostras de tecido pulmonar de doentes
com cancro do pulmao, observaram um aumento do numero cépias do mtDNA em
48,4% dos casos, mas também observaram que, em 22,6% dos casos, havia
diminuicdo do numero de copias. Neste estudo, referiram que o aumento do numero
de copias do mtDNA poderia resultar de um processo de compensacido devido a
diminuicdo de energia necessaria para a proliferagao (Lee et al., 2005). Por outro lado,
a diminuicdo do conteudo do mtDNA poderia resultar de mutacbes somaticas na
regido D-loop. Esta regido controla, tanto a replicacdo, como a transcricao do mtDNA.
Danos oxidativos e mutagdes somaticas nesta regido podem interferir com a
replicacao e manutencao do mtDNA (Lee et al., 2004).

Anos mais tarde, Bonner e seus colaboradores efectuaram um estudo com
amostras de expectoracdo de doentes com cancro do pulm&o. Observaram um
aumento do conteutdo do mMDNA em doentes com cancro do pulmao,
comparativamente a uma populagéo controlo. Estes resultados forneceram a evidéncia

de que existem alteragdes no conteudo do mtDNA entre amostras de doentes com
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cancro do pulmao e controlos. No referido estudo, o nimero de cépias do DNA
mitocondrial foi associado positivamente ao risco de cancro do pulmdo, em doentes
com idade superior a 57 anos (Bonner et al., 2009).

Um estudo realizado em 2008 demonstrou que a progressao do cancro do pulmao
apo6s quimioterapia, provocava uma diminuicdo do nimero de copias do mtDNA e do
stresse oxidativo, e que o stresse oxidativo estava significativamente associado ao
numero de copias de mtDNA (Lin et al., 2008). A diminuicdo do numero de copias do
mtDNA tem sido observada em cancro do pulmao, carcinoma hepatocelular e cancro
gastrico, em situagcbes em que o0 cancro se encontra em progressdo apoés
quimioterapia (Lee et al., 2005). Uma diminuicdo no numero de cépias do mtDNA pode
ser um indice de agressividade ou progressao da doenga. Como nas células humanas
as mitocdndrias sdo os principais organelos responsaveis pela produgéo enddégena de
ROS, a quantidade de ROS enddgeno é proporcional a abundancia de mitocéndrias
nas células dos tecidos. Assim, o baixo dano oxidativo do mtDNA pode ser resultado
de uma diminuicdo do numero de mitocéndrias com menos formagdo de ROS
endogeno (Lin et al., 2008).

Um estudo muito recente realizado por Hosgood e colaboradores (2010)
demonstrou, tal como os estudos anteriores, que o risco de desenvolver cancro do
pulmao pode estar associado ao numero de copias do mtDNA. Neste estudo, foram
analisadas amostras de sangue de doentes com cancro de pulm&o, que englobava um
grupo de fumadores de elevado consumo de tabaco e outro de fumadores de baixo
consumo. O fumo do cigarro é uma mistura complexa de mais de 4000 substéancias, e
muitas dessas substancias quimicas podem levar a producdo de niveis elevados de
ROS no organismo humano. Estudos anteriores mencionaram que fumadores
apresentavam maiores concentragbes de ROS (Asami et al, 1996), apoiando os
resultados deste estudo em que fumadores com elevado consumo tinham um maior
numero de copias do mtDNA, como resposta compensatoria. Além do aumento da

expressao das defesas antioxidantes, que eliminam as ROS, as mitocdndrias
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respondem ao stresse oxidativo, aumentando o numero de cépias do mtDNA. Os
autores deste estudo sugeriram que o numero de cépias do DNA mitocondrial é
particularmente importante e é biologicamente plausivel avaliar a sua relevancia para
prever o risco futuro de cancro do pulmao entre os fumadores de elevado consumo
(Hosgood et al., 2010).

Embora o numero de estudos que avaliaram o conteudo de cépias do mtDNA em
cancro do pulmdo seja limitado, os resultados obtidos, embora controversos,
mostraram evidéncias de que este € um parametro importante a avaliar e nos
pretendemos contribuir, com o presente estudo, para uma melhor compreensao das

alteracdes quantitativas do genoma mitocondrial no cancro do pulmao.
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1.5. Objectivos

O objectivo principal deste estudo foi avaliar o numero de copias do mtDNA em
sangue e em tecido pulmonar fixado, derivados de doentes com cancro do pulmao, no
sentido de averiguar a sua utilidade como biomarcador nesta patologia.

No entanto, para além de correlacionar o numero de copias do mtDNA no
sangue e no tecido pulmonar de doentes com cancro do pulmé&o, este estudo permite
ainda comparar o numero de copias do mtDNA obtido nas amostras de sangue dos
doentes com cancro do pulmao com o respectivo controlo, e no tecido pulmonar vai
ser possivel comparar o numero de copias do tecido tumoral com o tecido normal do
mesmo doente.

A disponibilidade de alguns dados clinicos relativos aos doentes (tipo de
fumador, idade, estadio da doencga, tipo histolégico) vao permitir correlacionar estes
dados com o numero de cépias do mtDNA.

Este estudo é de grande importancia uma vez que o cancro do pulméo é
responsavel por mais de 1 milhdo de mortes em todo o mundo e a taxa de
sobrevivéncia global em 5 anos é de apenas 15%. Assim, € importante que sejam
efectuados estudos que futuramente possam contribuir para melhorar o diagnéstico e

compreender os mecanismos moleculares subjacentes a esta patologia.
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2. Metodologia
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2.1. Caracterizagao do grupo de estudo

Neste trabalho foram analisadas 55 amostras de sangue e 91 amostras de
neoplasias e parénquima pulmonar, fixado em formol e incluidas em parafina,
provenientes de 55 doentes dos Hospitais da Universidade de Coimbra, que deram o
seu consentimento informado, nos anos de 2010 e 2011 (Tabela II).

Os 55 casos estudados correspondem a doengas pulmonares inflamatdrias e a
carcinomas bronco-pulmonares; o primeiro grupo inclui 13 doentes portadores de
bronquiectasias e tuberculose. Neste grupo foram estudadas as amostras de sangue
de todos os doentes. Nos carcinomas bronco-pulmonares de 42 doentes estado
incluidos adenocarcinomas, carcinomas epidermaoides, carcinomas neuroenddcrinos,
carcinomas adenoescamosos, carcinomas pleomorficos e carcinomas
bronquioloalveolares; em cada caso, foram estudadas amostras de sangue, tecido
neoplasico, parénquima pulmonar colhido de pecga cirurgica e distante da neoplasia, e
ainda células neoplasicas de metastases, quando presentes. Na altura da recolha das
amostras os doentes nao tinham efectuado qualquer tipo de tratamento.

Na tabela lll apresentam-se os dados clinicos dos doentes com carcinoma bronco-

pulmonar em estudo.

Tabela Il - Dados relativos a idade e ao género dos doentes estudados.

?“'"!“?m de Mulheres Homens Idade
individuos
pulﬁly:; :ng‘(lj:;gfgria) e 120, 2 (22, A
ng,ﬁjzg_g’jﬁ:‘:a"r‘)a 42 10 (18%) 32 (58%) 65£10
Total 55 11(20%) 44 (80%) (i‘gj’g%
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Tabela lll - Caracterizagdo dos doentes com carcinoma bronco-pulmonar.

Parametros Valores
Idade média (anos) * desvio-padrao 6510
Género (Masculino/Feminino) 32/ 10
Estadio (IA/IIA/IIIA/IB/1IB) 9/9/7/13/ 4
Fumador 22/ 4/ 12 14

(Activo/Passivo/Ausente/Desconhecido)

2.2. Extracgao de DNA

2.2.1. Extracgao de DNA de sangue periférico

A extraccao de DNA das 55 amostras de sangue periférico foi previamente
efectuada por método padronizado para a extracgao com fenol-cloroférmio (Grazina,
2004), tendo sido posteriormente quantificadas, (seccdo 2.3). As amostras sao
incubadas com proteinase K, procedendo-se a separacdo de fases com fenol-
cloroférmio e precipita-se o DNA com etanol. O sedimento de DNA é dissolvido em

tampéao TRIS pH 8,0.
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2.2.2. Extracgao automatica de DNA de sangue periférico

A extraccdo de DNA total de algumas amostras de sangue, foi efectuada também
por outro método, recorrendo ao Maxwell ®16 Clinical Instrument (Promega, Hannover,
Alemanha) usando o Maxwell® 16 DNA Purification Kits (Promega, Madison, USA).

O Maxwell® 16 Clinical Instrument com o kit respectivo, permite uma abordagem
simples, eficiente e automatizada para a purificacdo de DNA gendmico de sangue,
células ou tecidos. Este método permite a purificacdo de DNA, usando particulas de
silica paramagnéticas (PMPs), que fornecem uma fase sélida movel que optimiza a
captura, lavagem e eluicdo do material alvo.

Cada cartucho do Maxwell® 16 DNA Purification Kits é composto por 7
compartimentos (Figura 7): o primeiro contém tampao de lise, 0 segundo contém
PMPs e os restantes compartimentos contém solugcéo de lavagem. Adicionam-se, no
maximo, 400 ul de sangue periférico ao primeiro compartimento e coloca-se um
Plunger (pistao) no sétimo compartimento. Posteriormente, colocaram-se os cartuchos
no Maxwell® 16 Clinical Instrument, juntamente com os tubos de eluigdo, onde
previamente foi adicionado 350 pl de tampdo de eluicdo. Apds o processo de
extracgao automatica, o conteido de DNA extraido é transferido para um Eppendorf,
devidamente identificado, e é guardado no frigorifico para quantificagdo posterior

(secgédo 2.3).
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Contents User Adds:

Label side Lysis Buffer + Sample

MagneSil® PMPs
Wash Buffer
Wash Buffer

Wash Buffer

Wash Buffer

Wash Buffer + Plunger
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Ridge side

Figura 7 — Contetido dos cartuchos do Maxwell® 16 DNA Purification Kits,
de acordo com as instrugdes do fabricante. Contelldo dos compartimentos:
1 — tampao de lise, 2 — particulas de silica paramagnéticas, 3 a 7 — tampéao

de lavagem (Manual Técnico do Maxwell® 16 DNA Purification Kits).

2.2.3. Extracgao automatica de DNA de tecido pulmonar fixado

A partir das amostras de tecido pulmonar fixado em formol e incluido em blocos de
parafina foram feitos 6 cortes (10uM) de cada um dos blocos através de
microdissecgdo manual. Depois, extraiu-se o DNA total recorrendo ao Maxwell® 16
Clinical Instrument e ao Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit (Promega,
Madison, USA), segundo as instru¢des do fabricante.

O Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit permite uma abordagem
simples e eficiente de purificagdo automatica de DNA gendmico de secgdes de tecidos
fixados, o que é dificil de conseguir pelos métodos tradicionais conhecidos.

Aos 6 cortes de 10uM de tecido pulmonar foram adicionados 20 pl de proteinase K
(20mg/ml) e 180 pl de tampao de incubacado. Incubaram-se as amostras durante toda
a noite a 70°C com agitacdo ligeira, seguidamente foram adicionados 400 pl de

tampéao de lise.
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Cada cartucho do Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit é composto
por 8 compartimentos (Figura 8): o primeiro e o terceiro contém tampao de lise, o
segundo contém PMPs, o quarto, quinto e sexto contém solugcao de lavagem e os
restantes compartimentos estdo vazios. Adicionaram-se, no maximo, 750 ul da
amostra no primeiro compartimento e colocou-se um Plunger no oitavo compartimento.
Posteriormente colocaram-se os cartuchos no Maxwell® 16 Clinical Instrument
juntamente com os tubos de eluicdo onde previamente foi adiconado tampao de
eluicao (75 ul). Apods o processo de extraccdo automatica o DNA extraido foi guardado

a +4°C.

Well Contents  User Adds
1. Lysis Buffer Sample

2. Paramagnetic
Silica Particles

3. Lysis Buffer
4. Wash Buffer

5. Wash Buffer

6. Wash Buffer
7. Empty
8. Empty Plunger

Figura 8 — Conteudo dos cartuchos do Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA
Purification Kit, de acordo com as instrugdes do fabricante. Conteldo dos
compartimentos: 1 — tampé&o de lise, 2 — particulas de silica paramagnéticas,
3 — tampéao de lise, 4 a 6 — tampé&o de lavagem, 7 e 8 — vazios (Manual
Técnico do Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit).
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2.3. Quantificagdao de DNA extraido e analise da pureza

A concentracao e a pureza do DNA foram determinadas por densidade 6ptica em
espectrofotémetro, com o equipamento NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) e com o auxilio do Software® V3.5 respectivo.

O procedimento usado para quantificar as amostras de DNA consistiu em calibrar o
aparelho usando 2 ul de Branco (TE no caso de amostras extraidas pelo método
padronizado e tampdo de eluicdo no caso de amostras extraidas pelo método
automatico). Posteriormente, usaram-se 2 yl das amostras de DNA a quantificar. A
leitura da absorvancia é efectudada a 260 nm e 280 nm. O quociente entre a
densidade 6ptica a 260 nm e 280 nm (DO.g,/DO,g0) fornece uma estimativa da pureza
de DNA. Valores préximos de 1,8 sao indicativos de elevado grau de pureza. Valores
de razao inferiores a 1,6 sao indicativos de contaminagao com proteinas, e valores
superiores a 2 indicam possivel contaminagdo com RNA ou solventes (Desjardins &

Conklin, 2010).

2.4. Quantificagao relativa do numero de coépias do mtDNA

2.4.1. PCR quantitativo em tempo real (QPCR-RT)

A PCR em tempo real (QPCR-RT) revolucionou a area de diagndstico molecular
apresentando rapidamente um numero crescente de aplicagbes. Permitiu a mudanca
do diagnéstico molecular para uma abordagem de alto rendimento, sendo uma
tecnologia automatizada com menores tempos de retorno (Arya et al., 2005).

A PCR em tempo real associa a metodologia de PCR convencional a um sistema

de deteccdo e quantificagcdo de fluorescéncia produzida durante os ciclos de
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amplificacdo. A possibilidade de monitorar, ao longo da reaccdo, a quantidade de
produto formado a cada ciclo e de quantificar este produto durante a sua fase 6ptima
de formacéao, confere maior precisdo e reprodutibilidade a PCR em tempo real em
comparagdo com a PCR convencional. Esta metodologia permite a amplificagéo,
deteccao e quantificagdo do DNA em uma uUnica etapa, agilizando a obtengdo de
resultados e minimizando o risco decorrente de possiveis contaminacdes (Arya et al.,
2005).

No presente estudo, usa-se o0 qPCR-RT para quantificar o numero de copias do
mtDNA. Este método baseia-se no uso da Tag DNA polimerase, uma enzima com
actividade de exonuclease 5— 3’, e no uso de primers especificos para a sequéncia
alvo. A deteccdo dos produtos de PCR é possivel devido ao uso de fluorocromos
intercalados nas cadeias de DNA; neste caso, o corante utilizado é o SYBR® Green.
Estas moléculas sdo DNA-binding dye e incorporam-se nas cadeias duplas de DNA,
que se formam durante a reacgdo de PCR, emitindo fluorescéncia proporcional a
quantidade de produto sintetizado (Figura 9) (Giulietti et al., 2001; Sherrill et al., 2004).

Este método apresenta varias vantagens, nomeadamente: o facto de se poder
usar o SYBR® Green com qualquer par de primers e qualquer sequéncia alvo; € um
método econdmico e permite observar um aumento do sinal de fluorescéncia com o
aumento da amplificagdo do produto. A principal desvantagem deste método é o facto
do SYBR® Green nao ser especifico, uma vez que o corante se liga a todas as cadeias
duplas de DNA formadas durante a reac¢cédo de PCR, detectando também produtos de
PCR inespecificos e dimeros de primers, se os houver (Giulietti et al., 2001; Arya et
al., 2005).

Os sinais de fluorescéncia sdo detectados por um sistema éptico e analisados
pelo software do aparelho, a medida que o produto € amplificado, e o gréfico tipico
resultante encontra-se na Figura 10. Esta metodologia permite monitorizar, em tempo
real, o momento da reacgdao em que a quantidade de fluorescéncia ultrapassa um

limiar definido, que é indicado como Ct (cycle treshold) (Arya et al., 2005).
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A quantificagao relativa de produto amplificado é realizada através da diferencga

entre os valores de Ct para a amostra alvo e para o controlo endégeno (Bernard &

Wittwer, 2002; Arya et al., 2005).

SYBR Green

1 2 S
~

— 71— ¥
| Y

J e

Polimerase

Figura 9 — Processo de amplificacdo de DNA com SYBR Green, em PCR

em tempo-real. Legenda:

. desnaturagao; 2. anneling; 3. Extensao

(adaptado de http://www.gene-quantification.de/chemistry.html).
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ARR

hrezhold Exponential phase

Figura 10 — Curva de amplificagdo de qPCR-RT. Legenda: ARn — Emissao
de fluorescéncia do produto em cada momento, C; — Cycle threshold
(adaptado de
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/

generaldocuments/cms_053906.pdf).

2.4.2. Ensaio experimental

A quantificacdo do numero de copias do mtDNA das amostras estudadas foi
realizada por PCR quantitativo em tempo real recorrendo ao aparelho 7500 Fast-Real
time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Para a realizacdo deste método, utilizou-se SYBR® Green (Bio-Rad, Foster
City, CA). Foram amplificados os genes Microglobulina-2-3 (82M) (nuclear, de copia
unica) e tRNA leucine 1 (gene mitocondrial), com primers especificos e Taq
polimerase (Bai & Wong, 2005), no equipamento 7500 Fast-Real time PCR system.

As condigbes de PCR incluiram a aplicagcao de um programa de 30-35 ciclos de

trés temperaturas (95°c; ~60°C; 72°C).
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Os resultados foram analisados com o Software 7500° V.2.0.4. A quantificacdo
relativa do numero de copias do mtDNA da amostra alvo é obtida através da férmula 2

(2°2°Y, onde ACt = (Ct alvo - Ct controlo).

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de testes estatisticos: t-student, Kruskal-
Wallis ou Mann-Whitney, com recurso ao Software GraphPad Prism® v5.0 e SPSS®

19.0. As diferengas sao consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.
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3. Resultados
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3.1. Avaliagao do numero de cépias de mtDNA - influéncia do

método de extracgao

Das 55 amostras de sangue periférico, cujo DNA foi extraido previamente pelo
método padronizado de fenol-cloroférmio, 10 amostras (sequenciais) foram também
submetidas a extracgdo por um segundo método (Maxwell® 16 DNA Purification Kits).

Esta abordagem teve como objectivo a analise da influéncia do método de
extracgao do mtDNA na avaliacdo do numero de cépias do mtDNA.

Na tabela IV mostra-se que o numero de copias € sempre mais elevado nas
amostras cuja extracgao foi feita pelo método de fenol-cloroférmio. Através da analise
da razdo do numero de coépias entre os dois métodos, verifica-se que a extrac¢ao
automatica apresenta um rendimento em média 2,8x inferior a extrac¢do por fenol-
cloroférmio. O calculo da diferenga entre os valores obtidos com os dois métodos
demonstrou que existe uma grande dispersao entre as diferengas observadas, tendo

sido a diferenga mais pequena de 23,5% e a maior de 98,5%.

Tabela IV — Comparagéo dos valores do numero de copias do mtDNA em
amostras de DNA extraidas por fenol-cloroféormio e com o método de

extracgao automatica usando o Maxwell® 16 Clinical Instrument.

N° copias mtDNA* N° copias mtDNA* Razao

Amostra (% CT) (% CT) Diferenga nuamero

Fenol-cloroféormio Maxwell® copias
1 71,2 27,8 43,4 2,56
2 70,8 30,3 40,5 2,34
3 84,5 31,7 52,8 2,66
4 110,9 34,7 76,2 3,2
5 57,7 23,1 34,6 2,49
6 67,1 28,7 38,4 2,34
7 122,9 24,4 98,5 5,05
8 105,3 39,2 66,1 2,69
9 98,5 35,2 63,3 2,8
10 53,8 30,3 23,5 1,77

Nota: * Os valores sdo apresentados em percentagem do controlo (CT).

Bonifacio C, 2011 36



Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo

No grafico da Figura 11 estdo representados os valores obtidos com os dois
métodos e sendo a diferencga estatisticamente significativa (p <0,0001). Os valores do
numero de copias (% CT) em amostras de DNA extraidas com fenol-cloroférmio sao
sempre mais elevados, em relagao ao método de extrac¢ao automatica. Em média, as
diferencas observadas sdo de 53,7122,5 com intervalo de confianca 37,6 - 69,8 a

95%.
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Figura 11 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de DNA
extraidas com dois métodos de extraccdo. Legenda: FC - Método de
extracgdo por fenol-cloroformio; M — Método de extraccdo automatica
através do Maxwell® 16 Clinical Instrument; % CT — percentagem relativa ao

controlo.
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3.2. Analise do numero de céopias de mtDNA em amostras de sangue

e de tecido pulmonar

Comparou-se o numero de cépias do mtDNA de amostras de sangue dos doentes
com carcinoma bronco-pulmonar e doenga pulmonar inflamatéria com o valor controlo.
O valor controlo para amostras de sangue no LBG é 271+£63 (média + dp).

O grafico da Figura 12 mostra que 66,7% das amostras de sangue de doentes
com carcinoma bronco-pulmonar apresentam uma diminuicao significativa (p <0,0001)
do numero de coépias em comparagao com o controlo, e 4,8% apresentam um
aumento. Os restantes valores encontram-se na gama de referéncia (28,5%). As
amostras relativas a doenca pulmonar inflamatéria apresentam um comportamento

idéntico (61,5% apresentam diminui¢do do niumero de copias).
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Figura 12 — Numero de cépias do mtDNA de amostras de sangue de
doentes com carcinoma bronco-pulmonar e doenga pulmonar inflamatdria.
Legenda: CP - Cancro do pulmdo (n=42); DPI — Doenga pulmonar
inflamatéria (n=13); Min. — Valor de referéncia minimo; Max. — Valor de

referéncia maximo.
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Para analisar a utilidade do numero de cépias do mtDNA como possivel
biomarcador no cancro do pulmao, comparou-se, em primeiro lugar, os resultados do
estudo das amostras dos dois grupos em estudo. Os valores obtidos para as amostras
de doenca pulmonar inflamatéria apresentam uma mediana de 69, enquanto as
amostras de cancro do pulmao apresentam uma mediana de 57 (Figura 13), n&o

sendo a diferenga estatisticamente significativa (p=0,1944).
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Figura 13 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de sangue
de doentes com doenca pulmonar. Legenda: DPI — Doenga pulmonar

inflamatéria; CP — Cancro do pulmao; % CT — percentagem relativa ao

controlo; o trago horizontal representa o valor da mediana.

Por outro lado, pretende-se comparar o numero de copias do mtDNA (% CT) em
amostras de sangue e de tecido pulmonar tumoral do mesmo doente. Observa-se que,
das 37 amostras estudadas, 32 (86,5%) apresentam um valor superior no tecido
pulmonar tumoral enquanto 5 (13,5%) apresentam um valor superior nas amostras de
sangue (Figura 14), sendo as diferencas estatisticamente significativas, (p <0,0001).

Os valores das diferengas observadas variam muito, sendo o valor maximo observado
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de 366,5. Através da mediana das diferencas entre as duas amostras, observa-se que
metade das amostras apresentam uma diferenga igual ou superior a 40,1 e 25% das
amostras apresentam uma diferenca igual ou superior a 104. Através destes
resultados € possivel afirmar que o numero de copias do mtDNA (% CT) é superior

nas amostras de tecido pulmonar tumoral.
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Figura 14 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de doentes
com carcinoma bronco-pulmonar. Legenda: S — amostras de sangue; TPT -
amostras de tecido pulmonar tumoral; % CT — percentagem relativa ao
controlo; Linha verde — maior aumento do ndmero de copias (% CT); Linha

vermelha — maior diminui¢gdo do numero de cépias (% CT).
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3.3. Analise do numero de copias do mtDNA em tecido pulmonar

normal e tumoral

Através do grafico da Figura 15, observa-se que as amostras de tecido pulmonar
tumoral apresentam um numero de copias mais elevado quando comparado com o
tecido normal, apresentando respectivamente uma média + desvio-padrao de 6501416

e 476x174.
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Figura 15 — Numero de cépias do mtDNA em amostras de tecido pulmonar.

Legenda: T — Tecido pulmonar tumoral; N — Tecido pulmonar normal.

Para confirmar essas diferengas calculou-se a percentagem do numero de copias
do mtDNA (% CT), que relaciona o numero de copias do tecido pulmonar tumoral com
o tecido pulmonar normal do mesmo doente (Tabela V). Considerando que 100%
corresponde a inexisténcia de diferenca entre o tecido pulmonar tumoral e normal,
calculou-se a média da percentagem do numero de cépias, 153,2%+116,5, e verificou-
se que a média é diferente de 100%, e essa diferenca é estatisticamente significativa
(p=0,008). O valor mais baixo observado é 47% e o mais elevado é 651,4% (Tabela

V). Assim, fica provado que as diferengas entre os dois tipos de tecido séo
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estatisticamente significativas e que 67,6% dos doentes apresentam valores mais

elevados no tecido pulmonar tumoral em comparacéo com o tecido normal.

Tabela V — Numero e percentagem de copias do mtDNA em amostras de

tecido pulmonar, tumoral e normal.

Amostras de N° _de coOpias de N° _de copias de PercEer]tagem don°
. tecido pulmonar tecido pulmonar copias mtDNA
tecido tumoral normal (tumor/normal, %)

1 513 583 88,0
2 589 647 91,0

3 635 471 134,9
4 423 381 111,0
5 346 317 109,0
6 349 342 101,9
7 429 557 77,0
8 860 649 132,6
9 448 421 106,3
10 407 410 99,4

1 569 349 163,0
12 30 14 218,4
13 286 333 85,8
14 787 243 323,3
15 936 545 172,0
16 346 336 103,0
17 304 198 153,0
18 340 432 78,8

19 658 418 157,3
20 2314 355 651,4
21 856 355 240,9
22 1215 355 342,0
23 1342 355 377,7
24 551 534 103,3
25 547 467 117,1
26 986 768 128,5
27 423 496 85,2

28 343 551 62,1

29 355 755 47,0
30 730 472 154,7
31 581 495 117.,4
32 1375 471 291,9
33 447 750 59,6
34 652 604 107,9
35 376 604 62,2

36 1098 798 137,6
37 594 798 74,4
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Os resultados do numero de cépias de tecido pulmonar, tumoral e normal (%
CT), foram analisados de duas formas diferentes. Por um lado, foi efectuado o célculo
individual, TPi, com base na férmula: [(numero copias do tecido tumoral/ nimero
cépias do tecido normal do mesmo doente) x 100]. Por outro lado, foi também
efectuado o calculo através da média, TPm, com base na férmula: [(nimero copias do
tecido tumoral/ numero copias médio dos tecidos normais) x 100].

No grafico da Figura 16 estdo representados os valores obtidos pelas duas
abordagens de calculo. Assim, analisando as diferencas, observou-se que 16 casos
(43,2%) apresentam um numero de copias do mtDNA (% CT) mais elevado, no célculo
feito com a média, enquanto 21 (56,8%) apresentam valores mais elevados com o
calculo individual, comparativamente ao respectivo controlo. No entanto, as diferengas

observadas entre os dois métodos de calculo ndo sdo estatisticamente significativas

(p=0,1424).
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Figura 16 — Numero de copias do mtDNA (% CT) de amostras de tecido
pulmonar. Legenda: TPm - resultado calculado através da média dos
controlos; TPi — resultado calculado através do controlo individual; % CT —

percentagem relativa ao controlo.
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3.4. Analise do numero de copias do mtDNA em amostras de tecido

pulmonar tumoral primario e com metastases

Para verificar se existem diferengas no niumero de cdpias do mtDNA em amostras
de tecido tumoral primario e em tecido tumoral com presenca de metastase, do
mesmo doente, analisaram-se os resultados das amostras dos doentes que possuiam
estes dois tipos de tecidos (n=9). A partir da analise do grafico da Figura 17, verifica-
se que, em 5 doentes (55,6%), o numero de copias do mtDNA é mais elevado no
tumor primario. No entanto, em 4 doentes (44,4%) é mais elevado no tumor com
presenca de metastases. As diferencas ndo sao consistentes para todos os doentes. A
maior diferenca observada entre os dois tecidos € de 354,4 (ponto A da Figura 17) e a
menor diferenca é de 8,4 (ponto B da Figura 17). As diferengas entre os dois tecidos

pulmonares nao sao estatisticamente significativas (p=0,8629).
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Figura 17 — Numero de copias do mtDNA em tecido pulmonar tumoral.
Legenda: TP — Tumor primario; TM — Tumor com presenga de metastases;
A — maior diferenga observada no nimero de coépias dos dois tecidos; B-

menor diferenga observada no numero de cépias dos dois tecidos.
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3.5. Analise da correlagao entre o numero de cépias do mtDNA e os

parametros clinicos

3.5.1. Idade

Pela andlise do grafico da Figura 18 verifica-se que o numero de cépias do
mtDNA no tecido pulmonar normal apresenta um pequeno aumento com a idade e o
tecido pulmonar tumoral apresenta uma pequena diminuigdo ao longo da idade. No

entanto, estas diferengas ndo sao estatisticamente significativas, p=0,1633 e p=0,2270

respectivamente.
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Figura 18 — Numero de cépias do mtDNA em amostras de tecido pulmonar,
com a idade. Legenda: TPT — Tecido pulmonar tumoral; TPN — Tecido

pulmonar normal.
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3.5.2. Habito tabagico

A amostragem é, na sua maioria (57,9%), composta por fumadores activos, sendo

os restantes fumadores passivos (10,5%) e ndo fumadores (31,6%).

Verificou-se que n&o existem diferencas estatisticamente significativas (p=0,187)

entre os trés grupos no numero de cépias do mtDNA (% CT) do sangue (Figura 19-A),

bem como do tecido pulmonar (p=0,157) (Figura 19-B). Em ambos os casos o0s

intervalos interquartil ndo variam muito e as medianas nao apresentam diferencas

estatisticamente significativas, indicando que os resultados nao sao influenciados pelo

habito tabagico, tanto no sangue como no tecido pulmonar, relativamente aos

controlos respectivos.
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Figura 19 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de sangue
(A) e de tecido pulmonar tumoral (B) de doentes com cancro do pulmao, de

acordo com o habito tabagico. Legenda: P25-P75 — Intervalo interquartil.

Outro aspecto importante € comparar o numero de copias do mtDNA entre
amostras de tecido pulmonar tumoral e tecido pulmonar normal nos diferentes grupos.
Verificou-se que, nos fumadores activos, ndo havia uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,535) no numero de cépias entre os dois tipos de tecido (Figura 20-
A). Pelo contrario, nos fumadores passivos, observa-se uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,048) no numero de cépias do mtDNA entre o tecido
tumoral e o tecido normal, apresentando respectivamente uma média + desvio-padrao
de 1000+£680 e 380x57. O tecido normal apresenta, na maioria dos casos, valores
inferiores aos obtidos no tecido tumoral (Figura 20-B). Nas amostras de nao
fumadores (Figura 20-C) ndo se verificam diferengas estatisticamente significativas
(p=0,456); no entanto, verifica-se que a média das amostras de tecido tumoral € mais

elevada (530+370) em comparagao com o tecido normal (430£240).

Bonifacio C, 2011 47



Avaliagdo do numero de cépias do DNA mitocondrial como biomarcador no cancro do pulméo
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Figura 20 — Numero de copias do mtDNA em amostras de tecido pulmonar
de fumadores activos (A), passivos (B) e ndo fumadores (C) com cancro do

pulmao. Legenda: TT — Tecido tumoral; TN — Tecido normal.

3.5.3. Estadio da doenca

Neste estudo foi possivel relacionar o numero de cépias do mtDNA (% CT) em
amostras de sangue e tecido com os varios estadios da doenga (IA, lIA, llIA, IB e IIB).

Nao existem diferencas estatisticamente significativas entre o nimero de cépias do
mtDNA (% CT) e o estadio da doenca (Figura 21 e 22), tanto nas amostras de sangue
(p=0,222), como nas amostras de tecido (p=0,627). O intervalo interquartil varia
ligeiramente em ambas as amostras. Nas amostras de sangue, a maior disperséo dos
dados é observada no estadio IlIA e a menor no estadio IIB; nas amostras de tecido,
as maiores dispersbes sao observadas nos estadios IA e IlIA e as menores nos

estadios IIA e IB. No entanto estas diferencas ndo sao estatisticamente significativas.
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Figura 21 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de sangue

(A) e tecido pulmonar (B) de doentes com carcinoma bronco-pulmonar em

diferentes estadios da doenca. Legenda: IA, lIA, 1lIA, IB e IIB — Diferentes

estadios do carcinoma bronco-pulmonar; P25-P75 — Intervalo interquartil.
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3.5.4. Tipo histolégico

As amostras de tecido pulmonar tumoral estudadas neste trabalho s&o, na sua
maioria, derivadas de adenocarcinomas e carcinomas epidermaoides.

Para verificar se o numero de cépias varia de acordo com o tipo histologico,
analisou-se o numero de copias do mtDNA (% CT) entre os dois tipos histolégicos
mais comuns (adenocarcinoma e carcinoma epidermaoide).

O numero de copias de mtDNA (% CT) no sangue € superior nas amostras de
adenocarcinoma (Figura 22-A), mas a diferenca nado € estatisticamente significativa
entre os dois tipos histolégicos (p=0,086), no tecido (Figura 22-B) verifica-se a mesma
situacdo. A diferenga no numero de copias do mtDNA (% CT) em tecido pulmonar
tumoral entre os dois tipos histoldgicos nao é estatisticamente significativa (p=0,555).
No entanto, verifica-se que, tanto nas amostras de sangue, como nas de tecido
tumoral, derivadas de casos com adenocarcinoma, apresentam uma mediana mais
elevada (73,8 e 116,6) em comparagdo com o carcionoma epidermdide (51,1 e 94,6),

especialmente no sangue.
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Figura 22 — Numero de copias do mtDNA (% CT) em amostras de sangue
(A) e de tecido pulmonar tumoral (B) de doentes com cancro do pulmé&o.
Legenda: CE — carcinoma epidermdide; ADC — adenocarcinoma; P25-P75 —

Intervalo interquartil.
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4. Discussao
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4.1. Analise da influéncia do método de extrac¢ao de DNA no

numero de cépias do mtDNA

A extracgdo automatica de DNA realizada através do Maxwell® 16 Clinical
Instrument com o Maxwell® 16 Purification Kits, ¢ um método simples e eficiente para a
purificacdo de DNA gendmico de sangue, células ou amostras de tecidos. No entanto,
verificaram-se diferencas no numero de copias do mtDNA (% CT) de amostras
extraidas pelos dois métodos, observando-se valores mais elevados para as amostras
extraidas pelo método de fenol-cloroférmio.

Os resultados indicam que o método de extraccao automatica € menos eficiente na
extraccdo de mtDNA. A menor eficiéncia da extracgdo de mtDNA através do Maxwell®
16 Clinical Instrument e do Maxwell® 16 Purification Kits pode ser justificada pelo facto
do genoma mitocondrial apresentar uma estrutura bastante diferente do nDNA, que é
pequena e circular (Mao & Holt, 2009). Devido a estas caracteristicas, as particulas
paramagnéticas utilizadas neste método ndo conseguem captar o mtDNA de forma
eficiente, alterando, assim, o niumero de copias de mtDNA obtido na analise.

Outro aspecto a ter em conta é o facto dos valores de referéncia serem
provenientes de amostras extraidas com o método de fenol-cloroférmio. Dados os
resultados obtidos com os dois métodos, para se poderem considerar os dados do
método de extraccdo automatica, seria necessario estabelecer valores de referéncia
com amostras extraidas pelo mesmo método. Esta premissa € valida para qualquer

método que se use, tendo em conta a avaliagdo do numero de cépias do mtDNA.
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4.2. Analise do numero de céopias do mtDNA em amostras de sangue

e de tecido de doentes com carcinoma bronco-pulmonar

Alguns estudos realizados ao longo dos anos demonstraram que o numero de
copias do mtDNA estava alterado em células tumorais, quando comparado com
células normais em varios tipos de cancro. A literatura refere que a maioria dos casos
de cancro da cabega e pescoco, tiréide, colo-rectal, endométrio, ovario e prostata
apresentam aumento do numero de copias do mtDNA, relativamente ao tecido nao
tumoral correspondente. Pelo contrario, a maioria dos casos de carcinomas renais,
carcinoma hepatocelular, cancro gastrico e cancro da mama apresentavam diminui¢cao
do numero de copias (Cuezva et al., 2002; Kim et al., 2004; Yin et al., 2004; Lee et al.,
2004; Lee et al., 2005; Mambo et al., 2005; Wang et al., 2006; Yu et al., 2007;
Mizumachi et al., 2008; Lee et al., 2010).

Apesar de existirem resultados na literatura em diferentes tipos de cancros, os
dados do conteiddo em mtDNA no carcinoma bronco-pulmonar sdo escassos. Assim, o
presente estudo é de grande importancia para a obtengdo de novos resultados
relativamente a alteragdo do numero de copias do mtDNA em amostras de sangue e
de tecido de doentes com cancro do pulmao.

No presente estudo, 66,7% das amostras de sangue de doentes com cancro do
pulmao apresentam uma diminuigdo do numero de copias do mtDNA relativamente ao
controlo, enquanto 4,8% apresentam um aumento, diferengas estas que sao
estatisticamente significativas (p <0,0001).

Em relagdo as amostras de tecido, também foram observadas alteragdes no
numero de copias do mtDNA entre tecido pulmonar tumoral e normal. Das amostras
analisadas, 67,6% apresentam um numero de cépias mais elevado no tecido pulmonar
tumoral, comparativamente ao tecido pulmonar normal, sendo estas diferengas

estatisticamente significativas (p=0,008). Os resultados obtidos no tecido pulmonar
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estdo de acordo com o observado no estudo de Lee et al. (2005) onde constataram
um aumento do numero cépias do mtDNA em 48,4% dos 31 casos de cancro do
pulmao analisados neste estudo. Os autores verificaram também que, em 22,6% dos
casos, ocorria uma diminuicdo do numero de coépias; no entanto, observaram uma
maior percentagem de casos com aumento do numero de cépias do mtDNA (Lee et
al., 2005). A diminuicdo do numero de copias foi justificada por Lin et al. (2008) que
demonstraram, num estudo efectuado em amostras de 29 doentes, que a progressao
do cancro do pulméo, apds a quimioterapia, provoca uma diminuicao do numero de
cépias do mtDNA e do stresse oxidativo no tecido pulmonar (Lin et al., 2008). Contudo
todas as amostras incluidas no presente estudo foram obtidas antes do tratamento, na
fase de diagndstico.

Através da analise dos resultados do presente estudo, pode depreender-se que o
numero de copias do mtDNA sofre alteragdes em doentes com cancro do pulmao.
Tanto as amostras de sangue como as amostras de tecido pulmonar apresentam
valores significativamente diferentes, comparativamente ao controlo. No entanto,
verifica-se que, no sangue, 0 numero de cépias diminui em relagdo ao controlo e no
tecido tumoral acontece o oposto, parecendo existir uma relagdo inversamente
proporcional entre os dois tecidos.

Sabe-se que o numero de cépias do mtDNA pode variar em células tumorais; no
entanto, as razbes para este facto ainda ndo estao totalmente esclarecidas. Alguns
estudos efectuados em casos de doentes com carcinoma bronco-pulmonar referem
que o aumento do numero de copias do mtDNA podera resultar de um processo de
compensacao para aumentar a energia necessaria e/ou diminuicao da capacidade de
fosforilagdo oxidativa (Lee et al., 2005; Bonner et al., 2009). Estes resultados sao
justificados com outros estudos anteriormente realizados, noutros tipos de tumores.
Um estudo efectuado em 22 casos de cancro da tiréide demonstrou a diminuicdo da
taxa da sintese de ATP e aumento do conteudo do mtDNA (Savagner et al., 2001).

Estas observagbes sédo consistentes com os factos demonstrados por Cuezva et al.
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(2002), (n=104), em que observaram uma diminuicdo na expressao de algumas
proteinas envolvidas na funcdo respiratéria mitocondrial, mas nao detectaram
alteragao na replicacdo do mtDNA (Cuezva et al., 2002). Assim, o aumento do numero
de cépias do mtDNA em ceélulas cancerigenas pode resultar da compensacao pela
disfuncado mitocondrial e escassez de energia (Lee et al., 2005).

Lee et al. (2000) demonstraram que o stresse oxidativo poderia ser responsavel
pelo aumento do conteudo do mtDNA em células humanas (Lee et al., 2000) e ha na
literatura evidéncias crescentes de que as células cancerigenas apresentavam
aumento do stresse oxidativo, em parte devido ao aumento da actividade metabdlica e
disfuncdo mitocondrial, o que pode justificar o aumento do nimero de cépias do
mtDNA nestas células (Birch-Machin & Swalwell, 2010).

Por outro lado, em alguns tipos de cancro, a diminuigdo do conteudo do mtDNA
podera ocorrer devido a presenga de mutacdes somaticas na regido D-loop do mtDNA,
disfungéo da biogénese mitocondrial ou devido a mutag¢des no gene POLG (Lee et al.,
2010). Em 2004, Lee et al. demonstraram, num estudo efectuado com amostras de 61
doentes, que 0 numero de copias do mtDNA diminuiu significativamente, em amostras
de doentes com cancro hepatocelular que apresentavam mutagdes na regido D-loop.
Como a regidao D-loop é responsavel pelo controlo da replicagdo e transcricao do
MtDNA, mutagdes nessa regiao podem interferir com a replicacdo e manutenc¢ao do
mtDNA, provocando uma diminuicdo do numero de cépias (Lee et al., 2004). Foram
obtidos resultados semelhantes num estudo efectuado em 59 pares de amostras de
tecido tumoral e normal de doentes com cancro da mama (Yu et al., 2007).

No entanto, a replicacdo do mtDNA para além de ser regulada pela integridade do
mtDNA também ¢é regulada por proteinas envolvidas na biogénese mitocondrial.
Assim, danos na biogénese poderiam provocar diminuigdo do numero de copias (Lee
et al., 2004). Um estudo de Yin et al. realizado em amostras de 18 casos de cancro

hepatocelular, demonstrou que a expressdo alterada de genes envolvidos na
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biogénese mitocondrial esta relacionada com a diminuicdo do numero de copias do
mtDNA (Yin et al., 2004).

Sing et al. (2009) demonstraram que 63% dos 19 casos de cancro da mama que
apresentavam mutagdes no gene POLG continham diminuicdo do numero de copias
do mtDNA (Sing et al., 2009). Tem sido referido que a polimerase gama do mtDNA é
um alvo de dano oxidativo. Foi demonstrado anteriormente que o stresse oxidativo
inibia significativamente a actividade da DNA polimerase e diminui a sua eficiéncia de
ligacao ao DNA, que pode resultar numa diminuicdo da eficiéncia da replicacdo e na
reparagdo do DNA (Graziewicz et al., 2002).

O estudo realizado por Lin et al. (2008) justifica a diminuigdo do nimero de cépias
com a progressao da doenca. Demonstraram que a progressdo do cancro apés a
quimioterapia provoca uma diminuigdo do numero de copias do mtDNA e do stresse
oxidativo, e este esta significativamente associado ao numero de cépias do mtDNA.
Esta diminuicdo pode ser justificada devido ao facto de haver uma possivel diminuigéo
do numero de mitocdndrias e respectivamente uma diminuicdo de ROS endoégeno,
visto que as mitocdndrias sdo os principais organelos responsaveis pela producao
endogena de ROS (Lin et al., 2008). Yu e colaboradores (2007) obtiveram resultados
semelhantes, em amostras de cancro da mama e associaram positivamente a
diminui¢do do numero de cépias do mtDNA a progressao do cancro (Yu et al., 2007).

Sabe-se que o numero de coépias nao é aleatdrio e é especifico para o tipo de
tecido. No entanto, ainda ndo é claro como ocorre o processo de aumento ou
diminuicdo do numero de cépias. Montier & Bai, em 2009, propuseram um modelo em
que existe um limite inferior do nimero de copias do mtDNA, que provoca uma
activagao da replicagcdo, e um limite superior que desencadeia 0 mecanismo que leva
a degradacao do mtDNA. Assim, estes limites permitem regular o numero de copias do
MmtDNA presente em cada célula, mas ainda ndo se conhecem os factores que

regulam o processo (Montier & Bai, 2009).
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Outro aspecto importante no presente trabalho é a comparagdo do numero de
copias do mtDNA em amostras de tecido pulmonar primario e em tecido pulmonar com
presenca de metastases. Apesar de todas as amostras estudadas apresentarem
alteracbes no numero de copias do mtDNA, os valores observados sao muito
heterogéneos, algumas amostras apresentam aumento do numero de coépias em
amostras com presenca de metastases, enquanto outras apresentam diminuicdo, mas
estas diferencas ndo sao estatisticamente significativas. Assim, podemos referir que
alteragdes no numero de cépias do mtDNA ndo sao correlacionadas com a presenca

de metastases na amostragem estudada.

4.3. Utilidade do numero de coépias do mtDNA como possivel

biomarcador no cancro do pulmao

O cancro do pulméao representa uma das neoplasias mais frequentes a nivel
mundial sendo responsavel pela maior taxa de mortalidade em ambos os sexos.
Apesar dos avancgos registados no diagndstico, estadiamento e tratamento do cancro
do pulmao, a taxa de sobrevivéncia ndo aumentou significativamente durante as
ultimas duas décadas (Dasgupta et al., 2009). E importante que sejam desenvolvidos
métodos adequados para a deteccao precoce da doencga.

O presente estudo tem como principal objectivo verificar se existe uma correlagao
positiva entre os dois tecidos (sangue e tecido) analisados, de doentes com cancro do
pulmao, o que ndo se comprova.

A comparagéo do numero de cépias do mtDNA (% CT) nos dois tipos de amostras
(sangue e tecido de doentes com carcinoma bronco-pulmonar), demonstra diferengas
estatisticamente significativas entre os dois tecidos: 89,5% dos doentes estudados
apresentam um numero de copias significativamente mais elevado nas amostras de

tecido relativamente as amostras de sangue. Este resultado permite-nos concluir que
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nao existe uma correlagédo positiva entre os dois tecidos, pois os valores obtidos nos
dois tecidos n&o sdo concordantes.

Por outro lado, a andlise do numero de copias do mtDNA (% CT) de amostras de
sangue de doentes com doenca pulmonar inflamatoria, e a sua comparagcdo com os
resultados obtidos nas amostras de sangue de doentes com cancro do pulméo, mostra
que nao ha uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois tipos de
amostras. Assim, podemos concluir que o numero de cépias obtido nas amostras de
sangue de doentes com cancro do pulmao nao é especifico desta patologia, pois os
valores sdo semelhantes para as duas patologias.

Assim, com os resultados obtidos, podemos constatar que o numero de cépias do
MtDNA ndo pode ser usado como um biomarcador no cancro do pulmao.

No entanto, o presente trabalho é de grande relevancia, uma vez que, na literatura,
nao foi encontrado qualquer estudo que compare o numero de cépias do mtDNA em
amostras de sangue, tecido pulmonar tumoral e normal do mesmo doente, usando

adicionalmente um grupo controlo com patologia pulmonar ndo tumoral.

4.4. Correlagdao entre o numero de copias do mtDNA e parametros
clinicos [(idade, habito tabagico, estadio da doenca e tipo

histolégico)]

Analisando a relagado entre a idade dos doentes e 0 numero de cépias do mtDNA
em amostras de tecido pulmonar tumoral e normal, verifica-se que n&o existe uma
relagdo significativa. No entanto, observa-se que, no tecido pulmonar tumoral, existe
uma pequena diminuigdo com a idade e no tecido pulmonar normal existe um ligeiro
aumento do numero de copias com a idade.

Varios estudos publicados relacionaram a idade com o numero de copias do

MtDNA. Num estudo realizado por Lee et al. (1998), (n=49), foi demonstrado pela
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primeira vez que o indice relativo do mtDNA e os danos no DNA em tecido de pulméo
humano aumentava com a idade (Lee et al., 1998). Outro estudo realizado por Bonner
et al. (2009), (n=244), referiu uma associagao positiva entre o conteido do mtDNA e o
risco de desenvolver cancro, e essa associagao € modificado com a idade. Doentes de
cancro do pulmdo com idade superior a 57 anos apresentavam um aumento do
conteudo de mtDNA relativamente ao controlo (Bonner et al.,, 2009). Os resultados
obtidos no presente estudo, apesar de demonstrarem um pequeno aumento do
numero de cépias no tecido pulmonar normal e uma ligeira diminuicdo no tecido
pulmonar tumoral, ndo apresentam significancia estatistica.

Outro ponto importante do presente estudo é a analise do niumero de coépias do
MtDNA nos diferentes grupos de fumadores (fumadores activos, fumadores passivos e
nao fumadores). A analise do numero de cépias no tecido pulmonar tumoral e normal
demonstrou que o numero de copias é semelhante nos dois tecidos nos fumadores
activos. No entanto, para os fumadores passivos, observou-se uma diferenca
significativa entre os dois tecidos: o tecido normal apresenta um numero de cépias
inferior ao tecido tumoral. Este resultado pode ser explicado pelo aumento de ROS em
fumadores activos, que podem ser responsaveis pelo aumento do nimero de coépias
do mtDNA em tecido pulmonar normal. Como tal, fumadores activos apresentam
elevado numero de coépias em tecido pulmonar normal e tumoral, o mesmo néao
sucedendo em fumadores passivos.

Num estudo realizado por Hosgood et al. (2010) os autores observaram que
fumadores, que consomem mais de 20 cigarros por dia, apresentavam um aumento do
numero de copias do mtDNA, em relagdo a fumadores de baixo consumo (< 20
cigarros por dia). Estes resultados foram obtidos a partir de 229 amostras de sangue.
A hipotese colocada foi de que existia um efeito compensatério como resposta a taxa
elevada de ROS, que foi detectado em amostras de 30 fumadores em estudos
anteriores (Asami et al., 1996). O tabagismo é referido como o factor etiolégico major

do cancro do pulméo, sendo responsavel pela maioria dos casos detectados. O fumo
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do tabaco apresenta na sua composi¢cao mais de 4000 substancias quimicas, das
quais cerca de 100 sdo mutagéneos e carcinogéneos comprovados, sendo exemplo
as nitrosaminas ou os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP). Muitas dessas
substancias quimicas podem levar a producdo de niveis elevados de ROS no
organismo humano (Weiderpass et al.,, 2010). O aumento do numero de cépias pode
ser devido a uma resposta compensatéria, embora os mecanismos envolvidos ainda
néo estejam esclarecidos. Além do aumento da expressao das defesas antioxidantes,
que eliminam as ROS, as mitocéndrias respondem ao stresse oxidativo, aumentando o
numero de copias do mtDNA (Hosgood et al., 2010).

Os restantes dados clinicos analisados, estadio da doenca e tipo histologico, nao
permitiram retirar conclusdes relevantes. No nosso estudo nao foi possivel relacionar
os varios estadios da doenga com alteragdes no numero de coépias do mtDNA.
Estudos realizados em diferentes tipos de cancro por outros autores nao sao
totalmente concordantes. Num estudo efectuado em 37 casos de cancro da tirdide,
nao foi encontrada qualquer correlacdo entre o estadio da doenca e o aumento do
numero de cépias do mtDNA, sugerindo que as alteragdes no conteudo do mtDNA
possam ser um evento precoce na formagao do carcinoma (Mambo et al., 2005). No
entanto, Jiang et al. (2005), num estudo efectuado em amostras de 94 casos de
cancro da cabeca e pescoco, demonstraram que o aumento do numero de coépias do
mtDNA é associado com o estadio avangado do tumor (Jiang et al., 2005).

Relativamente a andlise do tipo histoldégico de cancro do pulméo, efectuado no
presente estudo, ndo foi observada nenhuma diferenga estatisticamente significativa
entre os dois tipos mais comuns de cancro do pulmé&o (adenocarcinoma e carcinoma
epidermdide). Apesar de se verificar, tanto nas amostras de sangue como nas de
tecido, que o adenocarcinoma apresenta uma mediana mais elevada essa diferenca
nao é estatisticamente significativa. Assim, conclui-se que nao existem alteragbes
significativas do numero de copias do mtDNA (% CT) de acordo com o tipo histolégico.

Contudo, é de notar que, no sangue, o valor de p=0,086 é borderline, o que pode
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indicar que, se se aumentar o numero de casos na amostragem, poder-se-a atingir a

significancia estatistica.
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5. Conclusoes finais
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Este trabalho foi pioneiro no estudo da investigacado da utilidade do numero de
cédpias do mtDNA como possivel biomarcador no cancro do pulmao. Apesar de ja
existirem estudos publicados nesta area e de analisarem o numero de codpias do
MmtDNA em diferentes tipos de cancro e em diferentes amostras (sangue, tecido,
expectoracao, etc), ndo encontramos na literatura nenhuma referéncia em que tenha
sido realizado um estudo que permitisse comparar o nimero de copias em amostras
de sangue e de tecido pulmonar tumoral e normal do mesmo doente.

Como ja foi referido anteriormente, uma correlagdo positiva entre estes dois
tipos de amostras permitiria um avango a nivel do diagnéstico, sendo possivel actuar
de forma preventiva, contribuindo para redugbes do niumero de mortes por cancro do
pulmao. No entanto, ndo foi obtida uma correlagcao positiva entre estes dois tipos de
amostra (sangue e tecido pulmonar), concluindo-se assim, que 0 numero de copias do
mtDNA no sangue nao pode ser utilizado como um biomarcador do cancro do pulmé&o.

Este estudo permitiu ainda confirmar que o numero de cépias do mtDNA esta
alterado em células tumorais de pulmao. Foram observadas diferengas no nimero de
copias do mtDNA, tanto nas amostras de sangue como nas amostras de tecido
pulmonar comparativamente aos valores controlo. Na literatura existem algumas
hipoteses para explicar esta ocorréncia; no entanto, as razbes para este facto ainda
nao estao totalmente clarificadas. Este estudo permitiu ainda verificar que ocorre um
aumento do conteddo de mMtDNA no tecido normal dos fumadores activos,
comparativamente aos fumadores passivos, o que pode indicar um maior risco no
desenvolvimento de cancro.

Para se obterem resultados mais conclusivos, seria necessario alargar este
estudo a um numero maior de casos e fazer uma analise prospectiva, com dados
clinicos adicionais, que poderiam ser relevantes, como por exemplo amostras de

doentes que efectuaram algum tipo de tratamento e duragao da doencga.
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5.1. Perspectivas futuras

As mitocéndrias sdo essenciais para a manutengcdo de um organismo saudavel,
apresentam um sistema genético Unico, que inclui varias copias do mtDNA por célula e
a alteracdo da regulagdo do numero de coépias pode resultar em doenga (Montier &
Bai, 2009).

Assim ¢é particularmente importante e é biologicamente plausivel continuar a
avaliar a relevancia do numero de copias do DNA mitocondrial para prever o risco
futuro de cancro do pulmao. Para além disso é importante o conhecimento do
processo de regulacdo do numero de cépias do mtDNA, que, por sua vez, permitira o
desenvolvimento de novas abordagens para a manutencido saudavel das

mitocondrias.
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