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RESUMO

O carcinoma broncopulmonar é o mais frequente em todo o mundo, sendo uma das
neoplasias mais agressivas, possuindo uma razdo mortalidade/incidéncia em torno de
90%, com sobrevida global em cinco anos baixa, cerca de 10 a 15%, na maioria das
populacbes do mundo. Na Regido Norte do Brasil, esta patologia é a terceira mais
frequente entre os homens e a quarta entre as mulheres. Do ponto de vista
anatomopatoldgico, o cancer de pulméo € classificado em dois tipos principais: pequenas
celulas e ndo-pequenas células, sendo este Ultimo o mais incidente, respondendo por
75% dos casos. Atualmente, a distincdo entre os subtipos se baseia em diferencas
histoldgicas, imunohistoquimicas e moleculares. Nesse contexto, € importante ressaltar
que as informacg6es moleculares influenciam ndo s6 no diagndstico, progndstico, mas
também na conduta terapéutica. Diversas alteracdes genéticas e epigenéticas do genoma
nuclear estdo relacionadas a patogénese deste tumor. Entretanto, alteracbes na
fosforilacdo oxidativa resultantes da disfuncdo mitocondrial tem sido ha muito tempo
sugeridas como envolvidas no processo de tumorigénese. Dessa forma, o presente estudo
analisou dois genes do DNA mitocondrial (ND1 e ND3) integrantes do complexo | da
cadeia respiratéria mitocondrial em 66 amostras de tecido pulmonar de pacientes com e
sem cancer de pulmdo ndo pequenas células na populacdo do estado do Pard. Apés a
analise pelo sequenciamento, foram identificadas quatro alteracdes no gene ND1.:
C3553T, T3552A, C3595ins e G3666A e apenas duas alteracdes no gene ND3:
A10398G e C10400T. Dentre as alteragBes encontradas no gene ND1, ndo foram
observadas significancia estatistica em relagdo ao desenvolvimento do cancer de pulmao.
Entretanto, foi descoberto uma alteracdo estrutural no gene ND1 na presenca de
C3595ins, ainda ndo descrita na literatura. Ao passo que, a presenca do alelo A,
observada em T3552A no gene ND1, foi associada de forma significativa ao um efeito
protetor ao desenvolvimento de cancer de pulmé&o. Ja alteragdes no gene ND3 (G10398A
e T10400C) foram significantemente associadas com o cancer de pulmao, sendo estas
alteracbes em ND3 potenciais para utilizagio como marcadores em pacientes com

cancer de pulmao néo pequenas células.

Palavras-chave: Cancer de pulméo ndo pequenas células, DNA mitocondrial, ND1, ND3,
Marcadores de valor diagndstico e progndstico.



ABSTRACT

Bronchopulmonary carcinoma is the most frequent in the world, being one of the most
aggressive neoplasms, with a mortality / incidence ratio of around 90%, with overall
survival in five years low, about 10 to 15%, in most populations of the world. In the
Northern Region of Brazil, this pathology is the third most frequent among men and the
fourth among women. From the anatomopathological point of view, lung cancer is
classified into two main types: small cells and non-small cells, the latter being the most
incident, accounting for 75% of cases. Currently, the distinction between subtypes is
based on histological, immunohistochemical, and molecular differences. In this context,
it is important to emphasize that molecular information influences not only diagnosis,
prognosis, but also therapeutic behavior. Several genetic and epigenetic alterations of the
nuclear genome are related to the pathogenesis of this tumor. However, changes in
oxidative phosphorylation resulting from mitochondrial dysfunction have long been
suggested as involved in the process of tumorigenesis. Thus, the present study analyzed
two mitochondrial DNA (ND1 and ND3) genes belonging to the I complex of the
mitochondrial respiratory chain in 66 lung tissue samples from patients with and without
non-small cell lung cancer in the population of the state of Para. the sequencing analysis
identified four alterations in the ND1 gene: C3553T, T3552A, C3595ins and G3666A
and only two changes in the ND3 gene: A10398G and C10400T. Among the alterations
found in the ND1 gene, no statistical significance was observed in relation to the
development of lung cancer. However, a structural alteration in the ND1 gene was found
in the presence of C3595ins, not yet described in the literature. Whereas, the presence of
the A allele, observed in T3552A in the ND1 gene, was significantly associated with a
protective effect on the development of lung cancer. Already changes in the ND3 gene
(G10398A and T10400C) were significantly associated with lung cancer, these changes

in ND3 being potential for use as markers in patients with non-small cell lung cancer

Keywords: Non-small cell lung cancer, mitochondrial DNA, ND1, ND3, Diagnostic

value and prognostic markers.
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1. INTRODUCAO

11 CANCER DE PULMAO: CONSIDERACOES GERAIS

O cancer pode ser definido como uma doenca resultante do acumulo de alteracdes genéticas
que interagem com Vvarios fatores internos e externos (Hanahan & Weinberg, 2011). Esse acimulo
de alteragGes nos principais genes, que controlam o crescimento e a diferenciagdo celular, gera um
crescimento descontrolado da célula, comprometendo a estabilidade genémica do individuo. Apos
iniciada, a proliferacdo celular exacerbada pode alcancar outros tecidos e érgaos, dando origem a

metastase (Jelonek et al., 2010).

Hanahan & Weinberg (2011) propuseram 10 caracteristicas bioldgicas essenciais para que
uma ceélula tumoral surja e entdo se diferencie nos mais de cem distintos tipos de tumores ja
descritos, independentemente se a diferenciacdo foi causada por fatores enddgenos ou exdgenos.
Essas caracteristicas consistem em: manutencéo da sinalizagdo proliferativa, evasao de supressores
de crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, indugcdo & angiogénese,
ativacdo de mecanismos de invasdo e metastase, reprogramacao do metabolismo energético e

escape da eliminagao pelo sistema imunoldgico(Figuras 1 e 2).

Figura 1: As Caracteristicas do Cancer

Auto suficiéncia em
sinais de crescimento

Insensibilidade para sinais
de inibic3o do crescimento

Evasao da
apoptose

Invasdo tecidual
e metastase

Angiogénese
sustentada

Potencial replicativo
ilimitado

Fonte:Hanahan & Weinberg (2011)
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Figura 2: Caracteristicas Emergentes e Habilitadoras

Marcas emergentes

Desregulacdo enérgica Evasdo do
celular sistema imune

Instabilidade gendmica N Inflamacdo
e mutacao promovendo tumor

Caracteristicas habilitadas

Fonte:Hanahan & Weinberg (2011)

Estas caracteristicas sdo adquiridas pela célula tumoral por meio da ativacdo e modificacao
de mecanismos celulares, que coordenam processos como a proliferagdo celular, migragéo,
polaridade, apoptose e diferenciagdo durante a embriogénese e homeostase dos tecidos (Hanahan &
Weinberg, 2011). Muitas destas caracteristicas podem ser provocadas por alteragdes genéticas como
amutagao, a amplificagdo e /ou a superexpressdo de oncogenes em conjunto com a perda de fungéo,

delecdo, e/ou silenciamento epigenético de genes supressores tumorais importantes (Lu et al., 2009).

Por volta do final do século XIX, o cancer de pulmao era uma doenga rarissima. Os tumores
malignos de pulmé&o correspondiam, em 1878, a apenas 1% de todos os tumores observados em
autopsias, mas tiveram um aumento para 10-15% no final da década de 1920, sendo mais
expressivo apos a | Guerra Mundial. Na Alemanha, em 1929, o médico Fritz Lickint reconheceu
uma ligacdo entre o fumo e o cancer de pulm&o, o que levou a uma agressiva campanha
antitabagismo (Witschi, 2001). No entanto, apenas na década de 1950, em um estudo prospectivo de
coorte britanico, foi publicada a primeira evidéncia epidemioldgica solida sobre a correlagdo entre o

cancer de pulmao e o tabagismo (Doll et al., 1956).

As opinides sobre os fatores etiolégicos do cancer de pulmao — cuja incidéncia era cada vez
maior - mudaram radicalmente em relagdo ao inicio do século: além do papel do tabagismo,

discutido exaustivamente, a poluicdo do ar e produtos quimicos associados a determinadas
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profissOes, comegavam a ser associados ao desenvolvimento da doenca (Witschi, 2001).

Apesar de décadas dos esforcos para melhorar os resultados através de terapia multimodal,
incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia, a taxa de sobrevida global tém permanecido
sombria, ndo ultrapassando 20% em 5 anos (Zhou, 2014). Sendo portanto, o cancer de pulm&o um
dos tipos de cancer mais agressivos, possuindo uma razdo mortalidade/incidéncia (M/1) de,
aproximadamente, 90% (INCA, 2015; Hirsch et al., 2017).

Além da perda de vidas humanas causada por cancer, o custo financeiro da doenca é
substancial, tornando-se um grande desafio, especialmente para sistemas de salde publica com
acesso universal, como no caso do Brasil. O cuidado do paciente com cancer incorre em muitas
despesas para enfrentar a alta carga da doenca, que deve ser observada em um cenario de crescentes
necessidades de investimento, recursos finitos e busca de estratégias mais eficazes e eficientes. Um
estudo de coorte, que avaliou 0s custos com insumos, procedimentos e tratamento de 277 pacientes
com diagnostico de cancer de pulmdo avancado matriculados no Instituto Nacional do Cancer em
2011, evidenciou um custo de R$ 2.473.559,91, sendo 71,5% relacionados & atencéo ambulatorial e
28,5% as internagdes (Knust et al., 2017).

12 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CANCER DE PULMAO

O carcinoma broncopulmonar continua sendo o cancer mais frequente em todo o
mundo. Ocorreram mais de 1,8 milhdo de novos casos (13% da incidéncia total de cancer) e
quase 1,6 milhdo mortes (20% da mortalidade total por cancer), conforme estimado em 2012
(Hirsch et al., 2017). Devido a uma taxa de mortalidade alta e bastante estavel, os padrdes e as
tendéncias das taxas de mortalidade sdo semelhantes aos das taxas de incidéncia,
independentemente do nivel de recursos dentro de um determinado pais (Stewart & Wild,
2014).

No Brasil, para o biénio de 2018-2019, estima-se 420.000 novos casos de cancer
excetuando-se os de pele ndo melanoma, sendo 18.740 casos novos de cancer de traquéia,
brénquios e pulmdes entre homens e 12.530 entre mulheres. Esses valores correspondem a um
risco estimado de 18,16 casos novos a cada 100 mil homens e 11,81 para cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de traquéia, bronquios

e pulmdes em homens é o segundo mais frequente nas Regides Sul e Centro-Oeste, e 0
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terceiro mais frequente nas Regides Sudeste, Nordeste e Norte. Em relacdo as mulheres, é o
terceiro mais frequente na Regido Sul e Sudeste, enquanto que nas Centro-Oeste, Norte e
Nordeste, ocupa a quarta posicdo. Ja& no Estado do Para, fica no quinto lugar entre as
mulheres. (Figura 3) (INCA, 2018).

Este perfil epidemioldgico observado para o pais assemelha-se ao do restante dos paises
da América Latina e do Caribe, onde o cancer de pulméo é o segundo mais frequente em

homens e o quarto mais frequente em mulheres (INCA, 2015).

Figura 3: Estimativa de neoplasias malignas para 2018 no Estado do Para
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Taxa Bruta
Fonte: INCA,2018

Apesar de ocorrer em cerca de 15% de individuos ndo fumantes, a causa mais comum
(85% dos pacientes com cancer de pulmé&o) é o consumo de cigarro, sendo a fumaca deste a
mais intensamente investigada de todos os carcindgenos conhecidos (Pallis & Syrigos, 2013).
Assim, o tabagismo é considerado o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer
de pulméo, sendo que geralmente, os tabagistas tém cerca de 20 a 30 vezes mais risco de
desenvolver cancer de pulmédo, quando comparados a pessoas que nunca fumaram (INCA,
2015).

Devido a associacdo entre o tabagismo e o desenvolvimento do cancer de pulmao,
politicas publicas contra o fumo foram implantadas no Brasil, 0 que resultou em uma queda

de 35% na populacdo fumante. Apesar disso, cerca de 20% da populacdo em geral continua
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consumindo o cigarro (Sa et al., 2016).

Embora o consumo de cigarro seja responsavel pela maioria dos casos de cancer de
pulmé&o, uma grande variedade de agentes sdo reconhecidos como causadores desta patologia:
a poluicdo do ar, seja ambiental ou ocupacional (com asbestos, niquel, cromo e arsénico),
além das doencas pulmonares cronicas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre outros
(Baan et al., 2009; Straif et al., 2009; Zhou, 2014; Pandiri, 2015).

A poluicdo do ar foi considerada realmente como um potencial fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de pulméo a partir de uma meta-analise baseada em 17 estudos de
coortes de nove paises europeus. Os dados revelaram uma associacdo estatisticamente
significativa entre risco de cancer de pulmao e particulas com um didmetro inferior a 10 um.
Vale ressaltar que categorias de poluicdo atmosférica reconhecidas como causadoras de
cancer de pulmao também incluem o fumante passivo e as emissdes domésticas da combustao
de carvao (Yorifuji & Kashima, 2013).

Por outro lado, casos familiares de cancer de pulmao séo raros e quando comparados
com casos nao familiares, aqueles pacientes apresentam estagio patolégico precoce e mais

cancer do subtipo adenocarcinoma (Haraguchi et al., 2012).

1.3 PATOLOGIA E GENETICA

1.3.1 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

O sistema de classificacdo dos tumores fornece uma base para o diagnostico do tumor
e para terapia a adotar em cada paciente, além de fornecer uma base critica para estudos

epidemioldgicos e clinicos.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde, do ponto de vista
anatomopatoldgico, o cancer de pulmdo é classificado em dois tipos principais: pequenas
células e ndo pequenas células. O tumor de pulmdo ndo pequenas células corresponde a um
grupo heterogéneo composto principalmente de trés tipos histoldgicos distintos: carcinoma
epidermdide (também conhecido como carcinoma de células escamosas), adenocarcinoma e

carcinoma de grandes células, ocorrendo em cerca de 85% dos pacientes diagnosticados com
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cancer de pulmé&o. Dentre os tipos celulares restantes, destaca-se o carcinoma de pequenas
células, com os trés subtipos celulares: linfocitoide (oat cell), intermedidrio e combinado
(células pequenas mais carcinoma epidermdéide ou adenocarcinoma). A expressdo oat cell
ganhou importéncia na linguagem médica por ser um subtipo especial de cancer pulmonar. As
principais caracteristicas sdo rapido crescimento, grande capacidade de disseminacdo e
invaséo cerebral frequente (INCA, 2015; Travis,2015; Inamura,2017).

O subtipo histolégico atualmente mais comum de neoplasia de pulmdo é o
adenocarcinoma que representa 40% de todos os canceres de pulméo nos EUA. Um tumor é
classificado como sendo um adenocarcinoma ao apresentar morfologia glandular clara, como
acinar, papilar, lepidico ou sélido com padrées de mucina. Tumores sem uma morfologia
celular clara para diagnostico definitivo, tanto de adenocarcinoma como de carcinoma
escamoso, requerem uma avaliacdo adicional com imunohistoquimica, utilizando pelo menos
um marcador de adenocarcinoma (ex: TTF-1) e um marcador escamoso (ex: p63 ou p40). No
entanto, na presenca de resultados morfoldgicos e imunohistoquimicos inconclusivos, o tumor
é classificado como "carcinoma de pulméo nao pequenas células - ndo especificado de outra
forma" (Travis et al., 2015).

Os adenocarcinomas podem ser classificados basicamente nesses subtipos:
adenocarcinoma in situ, adenocarcinoma minimamente invasivo e adenocarcinoma invasivo
que agora é classificado com cinco padrdes predominantes: adenocarcinoma lepidico, papilar,

acinar, micropapilar e solido (Inamura, 2017).

Ja o carcinoma de células escamosas representa aproximadamente 20% de todos 0s
canceres de pulméo nos EUA. Os tumores deste tipo sdo subclassificados como carcinoma de
células escamosas in situ, carcinoma escamoso queratinizado, ndo queratinizado e basaldide.
A diferenciacdo escamosa é identificada morfologicamente por ponte intercelular, formacéao

de pérolas escamosas e queratinizacdo celular individual (Travis et al., 2015).

A maioria dos pacientes com cancer de pulmao nédo pequenas células apresenta doenca
em estadios avancados na ocasido do diagnoéstico, estimando-se que 20% dos pacientes tém
doenca localizada, 25% tém extensdo da neoplasia para os linfonodos mediastinais e 55% ja
apresentam metastases a distancia, sendo isso um dos motivos da sua alta taxa de mortalidade
(Capelozzi, 2001).

1.3.2  CLASSIFICACAO TNM
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O estadio da doenca desempenha um papel fundamental na orientagdo do tratamento,
selecdo, e na determinacdo do prognostico (Tabelal). Além disso, a avaliacdo da resposta ao
tratamento e a pesquisa clinica do cancer séo facilitados por um sistema de classificacdo
universal. O estadiamento TNM pulmonar oferece uma descri¢do clinica consistente e
reprodutivel do cancer de pulmdo com base no grau de envolvimento anatémico. Isso é
conseguido por definicdo das caracteristicas do tumor primario (T), envolvimento linfonodal
(N), e metastase a distancia (M). A oitava edicdo do estadiamento TNM foi publicada

recentemente e compreende 0s seguintes parametros:

T — Descri¢do do Tumor Primario:

TX — Tumor primario ndo individualizado.
TO — Sem evidéncia de tumor.

Tis — Carcinoma “in situ”.

T1 — Tumor < 3 c¢cm no maior didmetro, circundado por pulmao ou pleura visceral, sem

evidéncia broncoscépica de invasdo proximal além do brénquio lobar:
. Tla—tumor <1cm

. T1b — tumor >1 cm mas <2 cm

. T1c —tumor >2 cm mas <3 cm

T2 — Tumor >3 cm mas < 5 cm ou qualquer destes achados: envolvimento do brénquio
principal indiferentemente da distancia da carina principal mas sem comprometé-la, invasao
da pleura visceral, associacdo com atelectasia ou pneumonia obstrutiva que se estenda para

regido hilar,envolvendo parte ou todo o pulmao.
. T2a — tumor > 3cm mas <4 cm
. T2b — tumor >4c¢cm mas <5 cm

T3 — Tumor >5 cm mas < 7 cm ou que invade qualquer uma das seguintes estruturas: parede
toréacica, nervo frénico, pericardio; ou nodulo(s) tumoral (ais) no mesmo lobo do tumor
primario.

T4 — Tumor >7 c¢cm ou de qualquer tamanho que invade qualquer uma das seguintes
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estruturas: mediastino, coragdo, grandes vasos, diafragma, nervo laringeo recorrente, traquéia,
esdfago, corpo vertebral, carina principal; nédulo(s) tumoral (ais) isolado em outro lobo

ipsilateral.

N — Envolvimento Linfonodal
NX — Linfonodo regional ndo foram avaliados.
NO — Sem metéastase em linfonodo regional.

N1 - Metéastase em linfonodo peribronquico ipsilateral e/ou hilar ipsilateral e

intrapulmonares, incluindo envolvimento por extenséo direta.
N2 — Metéstase em linfonodo mediastinal ipsilateral e/ou subcarinal

N3 — Metéstase em linfonodo mediastinal contralateral; hilar contralateral; escalénico

ipsilateral ou contralateral; ou supraclavicular.

M — Metéstases

MX — Metastase a distancia ndo estudada
MO — Sem evidéncia de metastase a distancia
M1 — Metéstase a distancia:

. Mla — Nodulo (s) tumoral (ais) em lobo contralateral; tumor com ndédulo pleural ou

pericardico ou derrame pleural ou pericardico maligno.
. M1b — Metéstase extratoracica unica

. M1c— Metéstases extratoracica multiplas em um ou mais érgédo
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Tabelal: Estadiamento do cancer de pulmao 8th edicédo

T/M Descricao
Tla <1
T1 Tlb > 1-2
Tlc > 2-3

T2a Cent / Pl Visc
T2 T2a >34

T2b > 4-5

T3 >5-7

T3 T3 inv

T3 Satel

T4 >7

T4 T4 Inv

T4 Nod Ipsi
M1la Nod Contr
M1la Pl Dissem
M1b Unico
M1c Multi

M1

Fonte: Adaptado Detteberg, 2017

1.3.3 ALTERACOES GENETICAS

Com o avanco da tecnologia, a distingdo entre adenocarcinoma e carcinoma de células
escamosas nao se restringiu apenas as diferencas morfologicas ou imunohistoquimicas, sendo
identificados diferentes subgrupos moleculares relacionados ao cancer de pulméo. Tais
informacgdes moleculares, também influenciam ndo s6 no diagnéstico, mas também na
conduta terapéutica e acompanhamento (Sakashita et al., 2014; Hirsch et al., 2017).

As mutacgdes drivers, aquelas envolvidas com a oncogénese e que conferem vantagem
no crescimento clonal das células tumorais, em adenocarcinoma de pulmédo sdo,
principalmente, observadas em KRAS (22,9%), EGFR (14,8%), PIK3CA (2,1%), BRAF
(1,9%) e ERBB2 (0,9%). Deve-se ressaltar que pacientes ndo fumantes e/ou fumantes leves
apresentam, em sua maioria, mutacdes em EGFR (predominantemente entre os éxons 18 e 21)
ou ERBB2. Além desses genes, também sdo observadas fusdes em ROS1 e ALK, bem como a
amplificacdo de MET. No momento, apenas trés dessas alteracdes (EGFR, ALK e ROS1)
apresentam tratamento direcionado com drogas quimioterdpicas atualmente aprovadas:
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Gefitinib ou Erlotinib para mutagdes em EGFRe Crizotinib para fusdo ALK e ROS1 (Boyer et
al., 2014; Meador et al., 2014; Sakashita et al., 2014; Stewart & Wild, 2014).

Em carcinomas de células escamosas foram identificadas alteracbes em TP53 (80%),
CDKN2A (72%), KEAP1 (34%), PIK3CA (16%) e PTEN (8%). Curiosamente, muitas das
alteragbes somaéticas identificadas no carcinoma de células escamosas foram reconhecidas
como drivers de iniciagdo e progressdo tumoral (Sakashita et al., 2014; Stewart & Wild,
2014).

Durante o processo de carcinogénese, ndao sdo observadas apenas alteracdes no
genoma celular: alteracdes na fosforilagdo oxidativa resultantes da disfuncdo mitocondrial
tem sido h& muito tempo sugeridas como envolvidas na tumorigénese (Lu et al., 2009).

Para tal, podemos citar resultados evidenciando a incidéncia de variantes de
nucleotideos Unicos ndo sindnimos (SNVs) e polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs)
selecionados preditos em diminuir a atividade do complexo | sendo significativamente
associada a metéstases a distancia (Koshikawa, 2017). Assim como, trabalho realizado por
Yuan em 2015 onde se verificou que a frequéncia de mutacGes do gene ND6 correlacionava-

se com a metéastase dos linfonodos em pacientes com adenocarcinoma pulmonar (Yuan,2015).

1.4  MITOCONDRIAS E A CARCINOGENESE

As mitocondrias sdo organelas intracelulares presentes em células eucaridticas,
responsaveis pela geracdo de ATP por um processo chamado fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS). A mitocondria é constituida por uma membrana externa (MEM), lisa e esférica, e
interna (MIM) com numerosas cristas que delimitam o espago intermembranar do espaco

intramitocondrial, a matriz.

Além de desempenhar um papel importante na respiragdo celular e no fornecimento de
substratos energéticos para vias metabolicas intracelulares, as mitocondrias ainda apresentam
uma funcéo importante na sinalizacdo celular, particularmente na regulacdo da morte celular
por apoptose. Na mitocéndria também ocorrem varias vias metabolicas importantes, incluindo
a fosforilagdo oxidativa, o ciclo de Krebs, B-oxidacdo e a sintese de lipideos e colesterol;
portanto devido ao seu papel fundamental no organismo humano, defeitos na funcéo

mitocondrial pode levar a consequéncias desastrosas (Bonifacio, 2011).
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Durante a fosforilacdo oxidativa, processo catalisado por complexos enzimaticos
localizados na membrana interna mitocondrial, sdo produzidas espécies reativas de oxigénio
(ROS) como subproduto desse processo, que podem provocar danos no DNA e sendo as
mitocondrias o principal local de producdo de ROS, o DNA mitocondrial se torna mais

propenso a sofrer esses danos(Lu et al., 2009; Khrapko & Turnbull, 2014).

Ao contrario das células saudaveis, que geram energia pela OXPHOS, células
cancerosas adquirem uma propriedade ndo usual de metabolizar glicose em lactato, mesmo na
presenca de oxigénio, por um desvio metabolico chamado Efeito Warburg (Warburg, 1956).
Apesar deste efeito ter sido descrito em células cancerosas, atualmente se sabe que nem todos
as células tumorais compartilham esta caracteristica (Gatenby & Gillies, 2004; Zong et al.,
2016) (Figura 4).

Figura 4 :Via Glicolitica na célula normal e tumoral.
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Fonte: Adaptado tese de doutorado Costa Jr, 2016

O DNA mitocondrial humano (mtDNA) é uma pequena molécula circular de DNA
com 16.569 pares de bases (bp) (Ralph et al., 2010). Em animais, 0 mtDNA codifica 13
polipeptideos codificantes de subunidades da cadeia respiratoria (excetuando-se as do
Complexo Il), bem como 22 RNAs transportadores (tRNAs) e dois ribossomicos (rRNAS)
(Wallace, 1994; Khrapko & Turnbull, 2014) (Figura 5). E um genoma altamente vulneravel a
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danos oxidativos e genotdxicos e, por isso, apresenta uma taxa de mutagcdo maior (de 10 a 200
vezes) que 0 DNA nuclear (Giannattasio et al., 2013).

Cada mitocondria possui de duas a vinte cépias do mtDNA, sendo que o numero de
copias do mtDNA em cada célula varia de algumas centenas a mais de 10.000, dependendo da
célula (Ralph et al., 2010). Por essa razéo, o estudo do mtDNA apresenta vérias vantagens,
quando comparado com 0 nDNA, pois além de ser menor e mais bem caracterizado, apresenta
um elevado numero de cépias, sendo necessario menos tecido para analise. Fora isso, 0
mtDNA é mais resistente aos danos provocados pelo isolamento e armazenamento, devido ao

seu pequeno tamanho e sua estrutura covalentemente fechada e circular (Bonifacio,2011).

Alteragfes no genoma mitocondrial podem representar um papel importante no
desenvolvimento do cancer humano (Tong et al., 2003). Em tumores, as alteracBes no
mtDNA incluem muta¢des de ponto, delecBes, insercdes e alteracbes no nimero de cépias, e
estdo associadas a varios tipos de cancer, incluindo o de pulméo (Jakupciak et al., 2008; Ding
etal., 2012; Dai et al., 2013; Giannattasio et al., 2013; Hu et al., 2015; Lee et al., 2015).

Figura 5 :Representacdo do mtDNA humano.
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Embora uma série de mecanismos possa contribuir para a iniciacdo e propagacao do
cancer de pulméo, a disfungdo mitocondrial durante os estagios iniciais da transformacéo
neoplasica pode resultar em producédo excessiva de ROS, podendo levar a mais alteracdes do
mtDNA. As anomalias nos complexos enzimaticos da cadeia respiratoria mitocondrial e 0s
mecanismos de geracdo de ROS ndo apenas prejudicam a estabilidade normal da autofagia-
apoptose e, assim, iniciam a tumorigénese, mas também podem tornar as células cancerosas

menos suscetiveis a agentes quimioterapéuticos (Aravamudan et al., 2013).

A disfuncdo metabdlica mitocondrial € uma aberracdo comum em neoplasias. A fissao
e a fusdo mitocondrial sdo um ciclo complexo, necessario para manter a funcdo mitocondrial
e a viabilidade celular. A segmentacdo da dinamica mitocondrial pode inibir a proliferacdo
celular, migracdo, invasdo e crescimento tumoral. Novas terapias estdo emergindo para
alvejar a dindmica mitocondrial alterada no cancer, mas pesquisas adicionais sdo necessarias
para entender completamente esse processo complexo e explorar seu potencial terapéutico
(Lennon et al., 2014).

1.4.1 CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

A cadeia de transporte de elétrons consiste de quatro complexos multienzimaticos
(Complexos I-1V) e dois pequenos carreadores de elétrons (Ubiquinona ou CoQ e Citocromo
c). A energia gerada pelas reacdes catalisadas pela cadeia de transporte de elétrons, bombeia
prétons da matriz mitocondrial para o espago intermembranas formando um gradiente
eletroquimico de protons. Estes protons voltam para a matriz mitocondrial por um 5°
complexo multimérico chamado ATP sintase ou Complexo V, que age como uma turbina
bioldgica, convertendo energia fisica em quimica, formando ATP pela OXPHOS (DiMauro et
al., 2006) (Figura 6).

O complexo | mitocondrial ou NADH desidrogenase, executa 0 “passo inicial” da
cadeia respiratoria, convertendo NADH em NAD*, gerando um potencial transmembrana
requerido para a sintese de ATP (Garcia-Heredia & Carnero, 2015; Guerra et al., 2017). E o
maior complexo da cadeia de transporte de elétrons, formado por 47 subunidades, sendo 7
mitocondriais (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6) e 40 nucleares, e possuindo uma
forma caracteristica em L. Se liga ao NADH e transfere dois elétrons, um de cada vez, para

seu grupo protético FMN e para seus sete centros Ferro-Enxofre e, posteriormente, para a
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Ubiquinona (Morris et al., 2013; Chaban et al., 2014).

Figura 6: Esquema geral dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial.
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Fonte: DiMauro et al. (2016)

Em nosso estudo, avaliamos duas dessas subunidades (ND1 e ND3) cuja alteragdes ja
foram descritas em estudo realizado com 60 pacientes e publicado em 2012 evidenciando que
a maioria das mutacGes de mtDNA codificantes voltadas para o complexo respiratério | e a
sobreexpressdo forcada de uma dessas mutacdes resultaram em aumento da proliferacdo in

vitro, invaséo e producdo de superoxido em células de cancer de pulmao (Dasgupta, 2012).

Juntamente com o Complexo I, o Complexo | é um dos principais formadores de
ROS na mitocondria (Barja, 2014), e mais de 600 mutacfes diferentes j& foram descritas
afetando o Complexo | em diferentes tipos de cancer, incluindo cancer de pulméo(Robert &
Thomas, 2013; Garcia-Heredia & Carnero, 2015).

A reducdo da Ubiquinona induz uma mudanga conformacional na proteina, resultando na
translocacdo de quatro protons para o espaco intermembranas da mitocondria (Chaban et al.,
2014).

O complexo Il, também chamado de Succinato Desidrogenase, é uma entrada
independente de elétrons na cadeia de transporte de elétrons. Oxida o succinato, em uma reacao
acoplada ao Ciclo de Krebs, e transfere elétrons para trés centros Ferro-Enxofre para a
Ubiquinona. Por ndo ser uma bomba de proétons, ndo contribui para o gradiente eletroquimico no

espaco intermembranas (Chaban et al., 2014).
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O complexo 11l ou Citocromo ¢ Oxidorredutase, existe na membrana como um dimero,
oxidando a Ubiquinona em Ubiquinol, resultando no bombeamento de dois prétons para o espaco
intermembranas. Os elétrons do Ubiquinol sdo transferidos via Citocromo b para a Citocromo ¢
presente no Complexo Il (Chaban et al., 2014).

O complexo IV, também chamado Citocromo ¢ Oxidase, recebe os elétrons da Citcromo ¢
e transfere para o Oxigénio, convertendo-o em duas moléculas de agua. Durante este processo,

quatro prétons sdo transferidos para o espaco intermembranas (Chaban et al., 2014).

O Complexo V ou ATP sintase, utiliza a energia gerada pelo gradiente de prétons para
formar ATP a partir de ADP e fosfato inorganico (Chaban et al., 2014).

Para tentar reduzir o impacto do cancer sobre a populacdo e sobre 0 orcamento
publico, sdo necessarias pesquisas que visem melhorias no diagnostico precoce, bem como
marcadores que podem ser utilizados para acompanhamento de resposta ao tratamento. Nesse
contexto, sabe-se que pacientes com alteracbes moleculares especificas, tem se beneficiado de
terapias moleculares também especificas (Black & Khurshid, 2013; Hirsch et al., 2017). E
alteracbes no DNA mitocondrial, tais como: aumento no nimero de coOpias e alteracdes de
instabilidade microsatélite, j& se mostraram associadas como marcadores moleculares de
diagnostico de cancer de pulméo ndo pequenas células (Dai et al., 2013; Lee et al., 2015),
além de polimorfismos no mtDNA, descritos como relacionados com a idade ao diagnostico
(Hu et al., 2015).

Por isso, esse trabalho, buscou identificar marcadores moleculares de diagnostico e

prognostico para o cancer de pulméo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar das alteracfes nos genes codificadores de subunidades do Complexo | do
DNA mitocondrial, em cancer de pulméo ndo pequenas células na populagéo paraense.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar alteracdes nucleotidicas nos genes ND1 e ND3 do DNA mitocondrial em
tecidos neoplésicos de pacientes acometidos por cancer de pulmao ndo pequenas células, bem

como em tecidos pulmonares de individuos sem diagndstico de tumor na populacao paraense;

b) Relacionar os resultados obtidos aos diferentes tipos histoldgicos, habito tabagico e
etilico, idade ao diagndstico, estadiamento e sobrevida em pacientes acometidos por cancer de
pulmdo ndo pequenas células, buscando a identificacdo de biomarcadores de diagndstico

eprognastico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES E AMOSTRAS TUMORAIS

Neste trabalho foram analisadas 66 amostras de tecido pulmonar sendo 36 amostras de
cancer de pulm&o ndo pequenas células em parafina, obtidas do Hospital Ophir Loyola e 30
amostras de tecido fresco, coletadas em microtubos com RNA later, sendo 18 amostras de
individuos submetidos a bidpsias ou resseccdes pulmonares decorrentes do diagndstico e/ou
tratamento cirdrgico de cancer de pulméo ndo pequenas células e 12 amostras para 0 grupo
controle, de tecido pulmonar ndo tumoral,de individuos admitidos no Hospital Universitério

Jodo de Barros Barreto.

Todas as amostras coletadas foram transportadas para o Laboratério de Biologia
Molecular “Francisco Mauro Salzano” do Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade

Federal do Pard, para processamento e analises moleculares.

As amostras tiveram seu diagnostico histopatoldgico realizado pela equipe de
patologia do hospital de origem, como parte da rotina diagndstica, utilizando para tal, os
padrbes de classificacdo de tumores pulmonares da Organizacdo Mundial de Salde,assim

como para estadiamento.

Os individuos recrutados ou seus parentes mais proximos foram informados sobre o
estudo a ser realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo, assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

Critérios de inclusdo: Foram incluidos individuos com diagndstico de cancer de pulméo nédo
pequenas células (os casos), bronquiectasia, doengas infecciosas pulmonares e suas

complicagdes e doengas congénitas (grupo controle).

Critérios de Exclusdo: Foram excluidos i) pacientes com historico de outra neoplasia; ii)

pacientes com historico de tratamento com quimioterapia ou radioterapia.
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3.2 COLETADE DADOS

Os dados coletados através tanto do preenchimento de um questionario por parte do
paciente quanto das informacgbes obtidas dos prontuarios (Anexo 2), incluiram na grande
maioria: idade ao diagnostico, sexo, tipo histolégico do tumor e seu estadiamento, habito
tabagico e etilico, histérico pessoal e familiar de neoplasias, etnia, histérico de doencas

pulmonares, entre outros.

3.3 RISCOS E BENEFICIOS AOS PARTICIPANTES

Esse estudo acarretou risco minimo de possibilidade de constrangimento dos
individuos recrutados que responderem ao questionario (Anexo 2). Além disso, a realizacéo
das bidpsias e ressec¢des pulmonares foram indicadas e realizadas para estabelecimento de
diagndstico e/ou tratamento de alguma patologia pulmonar, sendo para tanto, necessaria a
remocao de material bioldgico relacionado a esta enfermidade. Parte do material retirado foi
entdo encaminhado para as analises moleculares. Esses individuos tiveram livre arbitrio de

participar ou ndo da pesquisa.

N&o foram oferecidos aos participantes da pesquisa quaisquer beneficios diretos por
meio da participacdo na pesquisa em questdo. Porém, os resultados dessa pesquisa buscaram
gerar informacdes que visam ampliar o conhecimento sobre a biologia do cancer pulmonar e
posteriormente promover campos de pesquisa para busca ndo apenas de novas drogas no
combate ao céncer de pulmdo, mas principalmente métodos diagndsticos para deteccdo
precoce da doenca, assim como métodos menos invasivos de diagnosticos e de

acompanhamento de resposta ao tratamento.

34 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Para a extracdo do DNA das amostras coletadas, foi sequido o protocolo do Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega). A concentracdo do DNA obtido foi determinada

por analise espectrofotométrica (Espectrofotdbmetro Nanodrop 1000, Thermo Scientific). Para
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verificar a integridade do DNA extraido, todas as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1% corados com Gel RedTM (Biotium).

35 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Apos a extracdo do DNA, foram realizadas amplificacbes dos genes-alvo, utilizando
os primers (iniciadores) descritos por Maximo et al. (2001), para os genes ND1 e ND3.
(Tabela 2).

As PCR foram realizadas em uma reacdo contendo 0,05 mM de dNTP; tampdo de
reacdo 1x; 1,5mM de MgCl,, 100ng de DNA total, 10pM de cada iniciador e 1U de Taqg DNA
polimerase. A amplificacdo com 40 ciclos, consistiu de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento em uma temperatura dependente do iniciador utilizado, e extensdo a 72°C por 1

minuto e 30 segundos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Para verificar a eficiéncia da amplificacdo, foram utilizados 2 pL dos produtos de
PCR acrescidos de 1 pL de corante de visualizacdo (5 mL glicerol, 1 mL de azul de bromo
fenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 0,5M) e 1 puL de GelRedTM
(Biotium), entdo submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 2%, usando um
marcador de peso molecular de 1 kilobase. A eletroforese foi realizada em tampéo TBE (Tris-
Borato-EDTA), a uma corrente de 100 V, por aproximadamente 20 minutos, e o gel foi

posteriormente visualizado em luz ultravioleta.

Tabela2: Iniciadores utilizados no presente trabalho

REGIAO INICIADORES | SEQUENCIA(S - 3)) TAMANHO DO
FRAGMENTO (pb)

ND1 ND1F GACGCCATAAAACTCTTCAC 390
ND1R GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG
ND3 ND3F CCTGCCACTAATAGTTATGTC 210

ND3R GATATGAGGTGTGAGCGATA
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3.6 SEQUENCIAMENTO DO DNA

O produto da PCR na sequéncia F, ap0s ser purificado com o Purelink PCR
Purification Kit, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante (ThermoFisher) foi
submetido ao sequenciamento, empregando 0 método de terminagdo de cadeia, descrito por
Sanger et al. (1977). A reacdo de sequenciamento realizada utilizando o Big Dye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing kit (ThermoFisher) e os iniciadores utilizados na PCR.

As amostras foram submetidas a 25 ciclos nas seguintes condicBes: desnaturacdo
inicial a 96°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 30
segundos. Ap6s o término dos ciclos, a temperatura estabilizada em 18°C. Ao término da
reacao, as amostras foram precipitadas com isopropanol a 65% e o0s precipitados sequenciados
em aparelho ABI 310 (ThermoFisher). Os eletroferogramas resultantes do sequenciamento

foram analisados no programa BioEdit (Hall, 1999).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa BioEstat 5.0 (Ayres
et al., 2008). A correlacdo entre as alteracdes nucleotidicas encontradas e as variaveis como
sexo, idade ao diagnostico, habito tabéagico e etilico, diagndstico histopatolégico e
estadiamento foi analisada pelo teste Exato de Fisher. Também realizado o teste de Odds
Ratio, para avaliar os riscos. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Neste trabalho foram analisadas 66 amostras, sendo 54 de tecido neoplasico, dentre
elas 36 extraidas de parafina e 18 de tecido fresco. De parénquima pulmonar ndo neoplésico,

foram analisadas 12 amostras sendo todas elas de tecido fresco.

Do total de amostras tumorais, 39 foram homens e 15 mulheres, em uma proporcéo de
2.6:1, estando a idade média ao diagnostico de 63 anos, sendo de 62 anos para 0s homens e 67

anos para as mulheres.

No Gréafico 1, apresenta-se a distribuicdo dos pacientes portadores de neoplasia
broncopulmonar distribuidos por faixa etaria, onde pode-se observar um pico de incidéncia

entre a sexta e sétima décadas de vida.

Gréfico 1: Distribuicdo dos casos por faixa etaria
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Com relacéo aos habitos tabagicos, o grupo de casos foi composto por 47 individuos
com hébito tabagico ativo ou historia pregressa de tabagismo, sendo considerados como
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tabagistas (87%), e sete individuos sem histdrico de tabagismo. No grupo controle, nove
individuos se declararam como tabagistas (75%), enquanto trés ndo apresentaram historico de
tabagismo. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, quando
correlacionamos a presenca do habito tabagico com o desenvolvimento do cancer de pulmao
(p=0.2585; OR: 2.2381, p= 0.5439).

Quanto ao habito etilista, no grupo de casos 21 individuos (42,9%) se autodeclaram
como fazendo uso de bebida alcodlica, enquanto 28 individuos ndo faziam uso de alcool
sendo que informacdes acerca deste habito ndo estavam disponiveis para cinco pacientes.Ja no
grupo controle, disponiveis informacBes apenas para oito individuos, sendo seis com habito
etilista. Também ndo houve correlacdo estatisticamente significante quando comparamos o

habito etilico com a presenca do cancer de pulmao (p= 0.0954; OR: 0.2500, p=0.1914).

Em relacdo a sobrevida em cinco anos, 36 pacientes vieram a Obito enquanto 13
pacientes permanecem vivos ap06s cinco anos de cirurgia. Quando é correlacionada a
sobrevida do paciente com o habito tabagico ou etilico, foi observada correlacéo estatistica
entre 0 habito etilico e o ébito do paciente em até cinco anos (p= 0.0001; OR= 9.4444, p=
0.0470, 1C95%-= 1.0893-81.9957).

Em relacdo ao diagnostico histopatoldgico, as amostras tumorais se dividiram em: 28
carcinomas epidermdides (51,9%), 18 adenocarcinomas (33,3%) e oito carcinomas de grandes
células (14,8%). Nao foram observadas correlacBes estatisticamente significantes entre os
habitos tabagicos, etilicos e a sobrevida em cinco anos e os tipos histologicos identificados.Ja
as amostras de tecido ndo neoplasico se dividiram entre casos de bronquiectasia, sequestro
pulmonar, aspergiloma, criptococose, pseudotumor inflamatorio, hamartoma e doengas

inflamatorias.

A caracterizacdo da populacdo pode ser melhor visualizada nas tabelas abaixo,
sendo dividida entre amostras tumorais (casos) (Tabela3) e ndo tumorais (controles)
(Tabela4).

Tabela 3: Caracterizacdo da populagédo tumoral

SEXO | IDADE | HISTOPATOLOGICO | ESTADIAMENTO | TABAGISMO | ALCOOLISMO 2?:;‘:2:

M 42 adenocarcinoma A positivo Positivo negativo

M 43 carC|nomfa de A positivo Positivo negativo
grandes células

M 46 adenocarcinoma IA positivo Negativo positivo

M 48 adenocarcinoma 1B negativo Negativo positivo
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SEXO | IDADE | HISTOPATOLOGICO | ESTADIAMENTO | TABAGISMO | ALCOOLISMO Z‘::";Z"r:‘::
carcinoma de . Negativo .
50 , A positivo positivo
grandes células
M 52 adenocarcinoma A negativo Negativo negativo
F 52 carcmom,a de A positivo Negativo positivo
grandes células
carcinoma
M 2 A iti N i i
5 epidermdide positivo egativo negativo
F 54 Adenocarcinoma 1B positivo XXX positivo
M 54 carcmomla de A ex - fumante Negativo negativo
grandes células
carcinoma . . .
M 54 epiderméide v positivo Negativo negativo
M 55 adenocarcinoma 1B ex - fumante Negativo positivo
F 55 adenocarcinoma 1B positivo Positivo negativo
carcinoma . . .
M 55 epiderméide 1B positivo Negativo negativo
carcinoma . . .
M 56 epiderméide A positivo Negativo negativo
F 56 cgrcmor}r?a v positivo Positivo negativo
epidermdide
carcinoma . . .
M 56 epiderméide 1B positivo Negativo negativo
carcinoma . . .
M 57 epiderméide 1B positivo Negativo negativo
carcinoma . . o,
M 57 epiderméide 1B positivo Negativo positivo
M 58 celzrcmorlr?a 1A positivo Positivo positivo
epidermdide
M 60 celzrcmorlr?a A positivo Positivo negativo
epidermdide
F 61 Adenocarcinoma A positivo Positivo negativo
M 62 c;.arcmorlr?a 1B ex - fumante Negativo positivo
epidermdéide
carcinoma . . .
F 62 epiderméide v positivo Negativo negativo
M 62 Epidermdide IB ex-fumante XXX positivo
M 63 Adenocarcinoma A positivo XXX XXX
M 63 carC|nomf:1 de 1B ex - fumante Negativo positivo
grandes células
carcinoma . . .
M 63 epiderméide A positivo Negativo negativo
M 63 c?rcmorlr?a 1B positivo Positivo negativo
epidermdéide
M 64 c§rcmor,r?a 1B ex - fumante Negativo negativo
epidermdéide
M 65 carcinoma de B positivo Positivo negativo

grandes células
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SEXO | IDADE | HISTOPATOLOGICO | ESTADIAMENTO | TABAGISMO | ALCOOLISMO Z‘:T':";Z‘:‘::
M 65 ce‘wcmor’r?a 1B positivo Positivo negativo
epidermdéide
carcinoma
F v iti Negati ti
65 epidermoide positivo egativo negativo
66 Adenocarcinoma 1B positivo XXX XXX
M 66 carcmom’a de 1B positivo Positivo negativo
grandes células
M 66 c§rC|noTa 1B ex - fumante Negativo negativo
epidermdide
carcinoma
F s iti N i i
66 epidermoide positivo egativo negativo
M 67 adenocarcinoma 1B negativo Negativo negativo
M 67 Adenocarcinoma A ex-fumante Positivo negativo
F 67 Adenocarcinoma A negativo Negativo positivo
F 67 Adenocarcinoma IA negativo Negativo positivo
F 68 Epidermdide A positivo Positivo XXX
M 69 Epidermdide A positivo Positivo XXX
M 71 cgrcmor}r?a 1B positivo Positivo negativo
epidermoéide
F 71 Epidermdide A positivo Negativo negativo
M 74 Epidermdide A positivo Positivo negativo
76 carcmom'a de v ex - fumante Positivo negativo
grandes células
carcinoma
M 77 s i N i i
epiderméide negativo egativo negativo
M 80 Epidermdide A positivo Positivo negativo
M 83 Adenocarcinoma A positivo Positivo negativo
M 83 Adenocarcinoma A positivo Positivo negativo
F 85 Adenocarcinoma A negativo Positivo XXX
F 85 Epidermdide s positivo XXX negativo
F 87 Adenocarcinoma A ex-fumante Negativo negativo
Tabela 4: Caracterizacdo da populagdo ndo tumoral
SEXO | IDADE | HISTOPATOLOGICO | TABAGISMO | ALCOOLISMO
S t
F 19 equestro negativo negativo
Pulmonar
F 24 Bronquiectasia negativo negativo
M 49 Aspergiloma ex-fumante positivo
F 54 Aspergiloma negativo XX
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SEXO | IDADE | HISTOPATOLOGICO | TABAGISMO | ALCOOLISMO
F 54 Bromquiectasia positivo XXX
M 58 Hamartoma ex-fumante positivo
F 59 Criptococose ex-fumante positivo
M 62 . Process’o‘ ex-fumante XXX

inflamatdrio
63 Bronquiectasia positivo positivo
66 Bronquiectasia positivo XXX
Pseudotumor . .
67 . L. positivo positivo
inflamatdrio
M 83 Bronquiectasia positivo positivo

A distribuicdo da amostra dentre os estadiamentos do céncer de pulmdo se fez da
seguinte forma: 10 amostras em estadio I, 18 amostras em estadio 1l, 21 amostras em estadio
Il e cinco amostras em estadio IV. Quando o estadiamento é correlacionado com o
diagnostico  histopatoldgico, pode-se perceber que carcinomas epidermoides e
adenocarcinomas sdo os mais frequentemente diagnosticados em estagios mais precoces
(estadio 1), enquanto que carcinomas de grandes células sdo os mais diagnosticados em

estagios mais avancados (estadios I11 e V) (Tabelab, Grafico 2).

Tabela 5: Correlagdo dos tipos histologicos com o estadiamento ao diagnostico

I 1 i v

ADENOCARCIONOMA | 5(27,8%) | 7(389%) | 6(33,3%) 0 (0%)

CARCINOMA 5 (17,9%) 9(32,1%) | 10(35,7%) | 4 (14,3%)
EPIDERMOIDE
CARCINOMA DE 0 (0%) 2 (25%) 5 (62,5%) 1 (12,5%)

GRANDES CELULAS
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Gréfico 2: Correlacdo dos tipos histolégicos com o grau de estadiamento tumoral
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4.2 ALTERACOES NO GENE ND1

Apds a andlise pelo sequenciamento, foram identificadas quatro alteracdes no gene
ND1: C3553T, T3552A, C3595ins e G3666A. Nado foi observada significancia estatistica
quando comparamos a frequéncia das alteracGes encontradas com os dados clinicos (idade ao
diagndstico, habito etilico e tabagico, sexo e sobrevida) e a histopatologia dos pacientes com

cancer de pulmao.

A alteragdo C3553T (Figura 7) foi observada em apenas uma amostra no grupo de
casos (um individuo com adenocarcinoma, do sexo masculino, com 83 anos, fumante e
fazendo uso de alcool, que veio a 6bito em menos de cinco anos) e em uma amostra no grupo

controle.

Assim, as frequéncias para os alelos C e T foram, respectivamente de 0,9815 e
0,0185 no grupo de casos, e de 0,9167 e 0,0833 no grupo controle, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Essa mutacdo é responsavel por uma

substituicdo sinébnima no cédon 79 do ND1 (L79L).
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Figura 7. Eletroferograma da alteracdo C3543T do gene ND1. A) Amostra homoplasmica

para o alelo C; B) Amostra homoplasmica para o alelo T.

C T C T C A C C .
I

A B

Em relacdo a alteracdo T3552A (Figura 8), responsavel por uma alteracdo sinbnima no
cédon 82 (A82A) foi observada a presenca de cinco individuos homoplasmicos para o alelo
A, tanto no grupo de casos como no de controles, e de quatro individuos heteroplasmicos
encontrados apenas no grupo de casos. A frequéncia dos alelos T e A foi de, respectivamente,
0,8704 e 0,1296 no grupo de casos, e de 0,5833 e 0,4167 no grupo controle, tendo sido
observada diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos (p= 0,0134). Quando o
risco de desenvolver cancer de pulm&o ndo pequenas células em relacdo a presenca de um dos
alelos, foi verificado que a presenca do alelo A em homoplasmia, possui um efeito protetor

em relacdo ao desenvolvimento de cancer de pulmdo (OR= 0.1429; p= 0,0170; 1C95%=

0,0328-0,6219).
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Figura 8. Eletroferograma da alteracdo T3552A do gene ND1. A) Amostra homoplasmica
para o alelo T; B) Amostra heteroplasmica (W); C) Amostra homoplasmica para o alelo A.

Foi observada a insercdo de uma Citosina na posi¢do 3595 (C3595ins) (Figura 9), o

que leva a uma alteracdo do quadro de leitura a partir do aminoécido 97, resultando em um
cbédon de parada na posicdo 101 e, consequentemente, em uma proteina com 218 aminoacidos
a menos quando comparada com a proteina selvagem (Figuras 10 e 11), com um angulo de
torcdo de -2,54 e grau de solvatacdo de 1,39, em comparacdo com o angulo de torcéo de -4,28

e grau de solvatacdo de 1,48 observados na proteina selvagem.

Essa insercdo foi observada em duas amostras no grupo de casos (uma mulher de 61
anos com adenocarcinoma e um homem de 80 anos com carcinoma epidermdide, ambos com
histérico de fumo e consumo de alcool e que vieram a 6bito em menos de cinco anos) e em
duas amostras do grupo controle. A frequéncia alélica da presenca da insercdo foi,
respectivamente, para o grupo de casos e de controle, de 0,0370 e 0,1667, ndo havendo
diferenga estatistica entre os grupos (p=0.1482).
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Figura 9. Eletroferograma da alteracdo C3595ins do gene ND1. A) Amostra sem a inser¢ao
de Citosina; B) Amostra com a insergéo de Citosina.

Figura 10. Alinhamento da proteina selvagem (seminsC) com a proteina mutada pela

C3595ins (insC), evidenciando a mudanca do quadro de leitura na posi¢do 97, com um codon
de parada na posi¢édo 101.
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Figura 11. Modelagem tridimensional da proteina ND1. A) Proteina selvagem com 318
aminoacidos formando oito alfa-hélices; B) Proteina mutada (C3595ins) com 100

aminoacidos e trés alfa-hélices na sua estrutura.

A alteracdo G3666A (Figura 12), que resulta em uma substituicdo sinbnima na
posicdo 120 (G120G), foi observada em homoplasmia em um unico individuo do grupo de
casos, enquanto que na sua forma heteroplasmica, a mesma foi identificada em trés pacientes
com cancer de pulmdo. No grupo controle, foram identificados dois individuos
homoplasmicos para a alteracdo, ndo tendo sido observados individuos com heteroplasmia. A
frequéncia dos alelos G e A foi de, respectivamente, 0,9352 e 0.0648 no grupo de casos, e de
0,8333 e 0,1667 no grupo controle.

Figura 12. Eletroferograma da alteragdo G3666A do gene ND1. A) Amostra homoplasmica

para o alelo G; B) Amostra heteroplasmica (R); C) Amostra homoplasmica para o alelo A.
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4.3 ALTERACOES NO GENE ND3

Foram observadas apenas duas alteracbes no gene ND3: A10398G e C10400T,

ambas sem apresentar diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos caso e controle.

O polimorfismo A10398G (Figura 13) resulta em uma substituicdo ndo sindbnima no
cédon 114 (T114A), que resulta na troca de uma Treonina, que é um aminoécido polar
(hidrofilico) ndo carregado para uma Alanina, um aminoacido apolar (hidrofobico). A
frequéncia dos alelos A e G sdo, respectivamente, de 0,5556 e 0,4444 no grupo de casos, e de
0,5833 e 0,4167 no grupo controle.

Figura 13. Eletroferograma da alteracdo A10398G do gene ND3. A) Amostra homoplasmica

para o alelo A; B) Amostra homoplasmica para o alelo G.

Ao analisar a presenca do alelo G com os dados clinicos e o histopatolégico, foi
observada uma correlacdo estatisticamente significativa com a auséncia do consumo de alcool
em pacientes com cancer de pulméo (p= 0,0005). Quando na presenga deste alelo, mesmo
sem o consumo de alcool, foi observado um aumento de quase 11 vezes no desenvolvimento
de cancer de pulméo (OR=10,800; p= 0,0013; IC95%-= 2,5430-45,8677).

A outra alteracdo observada, C10400T (Figura 14), resulta em uma substitui¢do
sinbnima no aminoécido da posicdo 114 (T114T). A frequéncia dos alelos C e T foram,
respectivamente, de 0,7963 e 0,2037 no grupo de casos, e de 0,7500 e 0,2500 no grupo
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controle.

Figura 14. Eletroferograma da alteracdo C10400T do gene ND3. A) Amostra homoplasmica

para o alelo C; B) Amostra homoplasmica para o alelo T.

Foi observada uma correlacdo estatisticamente significativa entre a presenca do alelo
T e o cancer de pulmdo mesmo sem o consumo de alcool (p= 0,0069), sendo que este esta
relacionado a um aumento de quase 10 vezes no desenvolvimento do tumor (OR= 9,4500; p=
0,0451; 1C95%= 1,0954-81,5228). E interessante ressaltar que todas as amostras que
possuiam o alelo T também possuiam a alteracdo 10398G, ou seja, possuiam a mudanga de
aminoacido T114A.
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5. DISCUSSAO

As evidéncias acumuladas sugerem que o cancer de pulméo representa um grupo de
doencas histologicamente e molecularmente heterogéneas mesmo dentro do mesmo subtipo
histoldgico(Inamura,2017). A compreensdo atual das vias moleculares no cancer de pulméo é
algo que vem mudando o dia-a-dia dos pacientes pelo seu potencial como alvo terapéutico
(Shtivelman,2014).

O risco relativo de cancer de pulméo associado ao tabagismo relatado em estudos na
China é substancialmente menor que o relatado em estudos norte-americanos e europeus. No
entanto, isso pode ser porque, na China, as taxas de cancer de pulmdo em pacientes sem
historia de tabagismo sdo maiores e em tabagistas, semelhantes as do ocidente (Lee, 2013). J&
as estimativas de risco atribuivel a populacdo para cancer de pulméo indicam que nos Estados
Unidos, o tabagismo ativo é responsavel por 90% do cancer de pulmdo (entre os 10%
restantes, 1/3 é de fumantes passivos), e entre 0s nossos casos esse percentual ficou em 87%
(Ridge,2013).

Apesar disso, ndo evidenciamos diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, quando correlacionamos a presenca do habito tabagico com o desenvolvimento do

cancer de pulméo.

Segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), séo considerados grupos de
alto risco para o cancer de pulméo pessoas entre 55 e 74 anos com historico de tabagismo
intenso (um maco por dia por 30 anos seguidos), que ainda sejam fumantes ou que tenham
interrompido o habito de fumar h4 menos de 15 anos; o que corrobora com 0S NOSSOS
resultados aonde encontramos72,2% dos nossos pacientes com cancer associados ao habito
tabagico entre 0s 50 e 70 anos (INCA,2015).

Muito mais homens do que as mulheres ainda morrem de cancer de pulmao a cada
ano, mas a diferenca de género na mortalidade por cancer de pulmao esta se reduzindo e deve
nivelar-se (Ridge,2013).Houveram mudangas temporarias substanciais nas taxas de
incidéncia. As taxas de incidéncia para homens e mulheres na maioria dos paises classificados
como tendo um indice de desenvolvimento humano (IDH) alto ou muito alto (Australia,
Canada, Dinamarca, Alemanha, Holanda, Russia, Suécia, Reino Unido e Estados Unidos)
convergiram gradualmente ao longo do tempo . Isso se deveu as significativas tendéncias

descendentes entre os homens e ao aumento sustentado das taxas de cancer de pulméo
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feminino. Em contraste, as taxas de incidéncia estdo aumentando em paralelo para ambos os
sexos no Brasil e no Japdo. As andlises da incidéncia entre 0s sexos em nossa populagéo
evidenciaram uma proporcdo entre homens e mulheres de 2,6:1, estando semelhante ao
percentual dos paises em desenvolvimento no qual essa proporcdo é de 2,7:1 (Cheng,2016;
Stewart, 2014).

Estimativas mostram que o Jap&o teve entre 0os mais altos indices de sobrevida em 5
anos em todo o mundo em torno de 30%, enquanto a Libia, Mongdlia, Chile, Bulgaria e
Tailandia apresentaram as menores taxas de sobrevivéncia de menos de 10%. A diferenca ndo
se relaciona apenas com os niveis de desenvolvimento socioecondémico especificos do pais,
porque também ha variacdo mesmo entre paises altamente desenvolvidos; por exemplo, a taxa
de sobrevida no Reino Unido é de cerca de 10%, muito inferior a relatada para varios outros
paises com um IDH alto (Cheng,2016; Torre, 2015). Em nosso estudo, a taxa de sobrevida
ficou em 26,5% enquanto essa taxa de sobrevida global em 5 anos , no Brasil, estd em torno
de 18%. Essa diferenca talvez se explique pelo fato de que aproximadamente metade da nossa
amostra se encontra nos estadios iniciais ao momento do diagndstico, fato pouco usual no
cancer de pulmdo, mas justificado por serem esses 0s pacientes que frequentemente sdo
eleitos como candidatos ao tratamento cirurgico. Além disso, alguns pacientes habitam no
interior do estado, dificultando o acesso e 0 retorno as consultas, perdendo entdo o

acompanhamento.

Em um estudo prospectivo realizado Breslow, num periodo de 10 anos na populacédo
dos EUA, relacionando o consumo de alcool com a frequéncia e a mortalidade por cancer,
evidenciou que pacientes com relato de consumo frequente de bebidas alcoodlicas
apresentaram o0 maior risco de mortalidade por céancer de pulmdo, com riscos
significativamente aumentados de 30% entre todos os participantes e 37% entre as mulheres
(Breslow, 2011). Também em nosso estudo foi evidenciado correlacdo significativamente

estatistica entre o habito etilico e a reducao na sobrevida dos pacientes com cancer de pulméo.

Em relacdo aos tipos histologicos, nosso estudo evidenciou que os carcinoma de
grandes células sdo diagnosticado mais tardiamente em relacdo ao adenocarcinoma e o
carcinoma escamoso, sem entretanto encontrarmos significancia estatistica com a sobrevida e
o tipo histolégico, porem Cheng em levantamento estatistico publicado em 2016, evidenciou
que a sobrevida relativa de 5 anos foi maior para o0 adenocarcinoma e o carcinoma de células
escamosas, em comparagdo com carcinoma de grandes células ou cancer de pulméo de

pequenas células, podendo corresponder ao diagndstico tardio da doenga.
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A mitocondria € uma organela citoplasméatica crucial para a célula, sendo
responsével pela manutencgdo da respiracdo aerobia, produzindo energia na forma de ATP pela
OXPHQOS, e gerando ROS como substancias acessorias. Alem disso, desempenha um papel
importante na manutencdo da homeostase do calcio citosolico, apoptose, biossintese do
grupamento heme e de horménios esterdides, além de controlar multiplas vias metabolicas,
como o ciclo de Krebs (Zhu & Wang, 2017).

Uma das principais caracteristicas das células tumorais é a habilidade de reprogramar
seu metabolismo para se adaptar a rapida proliferacdo e ao crescimento exponencial da célula.
Isso é conseguido gracas ao aumento da taxa de glicélise anaerdbia, conhecido como Efeito
Warburg, suprindo, assim, as células em divisdo com intermediérios metabolicos que serdo

utilizados em processos anabdlicos (Cruz-Bermudez et al., 2015).

O complexo | é um componente crucial da cadeia respiratoria, na manutencdo do
balango NAD™ / NADH e dos niveis de ROS, além de contribuir para geracéo de potencial de
membrana mitocondrial e, consequentemente para a producdo de ATP. Dessa forma,
disfuncdes neste complexo sdo frequentemente a causa de distarbios mitocondriais e diversas
doencas, incluindo o cancer (Koshikawa,2017). Tal correlacdo advém do aumento da
producdo de ROS devido a alteragdes no Complexo I, o que resulta em um aumento nos danos
ao mtDNA (Akouchekian et al., 2011; Sultana et al., 2011).

Considerando que as células cancerosas possuem mais mutacGes em seu mtDNA do
que as células normais, ja foi relatada a presenca de mutacdes nos genes que codificam as
subunidades mitocondriais de NADH desidrogenase (ND), sendo estas associadas ao aumento
da capacidade invasiva e metastatica de varias células tumorais em experimentos com animais
(Koshikawa,2017).

Apesar disso, a maioria das alteragdes encontradas no gene ND1 (C3553T, T3552A e
G3666A) eram substituicdes sinbnimas, onde ndo € observada a troca de aminoécidos na
proteina. Este resultado é similar ao relatado por Thapa et al. (2016) que observaram, em
cancer de mama, que a ocorréncia de mutagdes nao-sinbnimas no gene ND1 ndo séo

frequentes.

No entanto, apesar de ser uma alteragdo sindbnima, a presenca do alelo A, observada
em T3552A, foi associada de forma significativa ao um efeito protetor ao desenvolvimento de
cancer de pulmao ndo pequenas células. Correlacdes estatisticamente significativas dessa

alteracdo em relagdo a tumores, foram observadas no trabalho de Costa Janior (2016), onde,
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diferentemente do relatado no presente trabalho, o mesmo observou a correlagdo deste

polimorfismo com o grau de estadiamento tumoral em gliomas na populagdo paraense.

A alteracdo C3595ins, que ainda ndo foi descrita na literatura, é responsavel pela
producdo de uma proteina 218 aminoacidos menor que a proteina selvagem. Sabe-se que a
proteina ND1 possui, em sua estrutura, oito alfa-hélices, sendo que a regiéo localizada entre as
hélices 1 e 2, se encontra na porcdo citoplasmatica da célula, desempenhando um papel
importante na formacao do contato com o dominio hidrofilico (Bridges et al., 2011). Apesar
desta regido se manter intacta nas amostras com a alteracdo C3575ins, cinco alfa-hélices
foram excluidas da estrutura final da proteina, resultando em uma proteina potencialmente
sem funcdo. Talvez, ampliando-se 0 nimero de amostras, esse achado possa vir apresentar

significancia estatistica em relacéo ao cancer de pulméo.

Uma outra caracteristica observada no gene ND1 foi a presenca de heteroplasmias
em dois sitios diferentes: T3552A e G3666A. Sabe-se que a presenca de heteroplasmias, que
se caracterizam por ser a co-existéncia de multiplas populac6es clonais de diferentes genomas
mitocondriais, pode contribuir significativamente com a heterogeneidade clinica dos pacientes
(Kasleck et al., 2017). Além disso, as heteroplasmias observadas em genes que codificam
proteinas do Complexo | da cadeia de transporte de elétrons, sdo associadas a uma acentuacéo
no crescimento tumoral, visto que o Complexo I disfuncional pode alterar a taxa de balango
redox (NADH/NADY), além de ativar a via de sinalizagdo AKT (Li et al., 2017).

No entanto, a observacdo do estado heteropldsmico em apenas dois dos
polimorfismos encontrados em ambos 0s genes analisados pode ser considerado resultado de
uma selecdo intramitocondrial, onde um tipo de mtDNA mutante comeca a dominar na
mitocondria, podendo levar a eliminacdo do alelo selvagem, o que explicaria a homoplasmia
da geragdo seguinte e o inicio do desenvolvimento do processo neoplésico (Grzybowska-
Szatkowska, 2014).

Em relacdo ao gene ND3, foram identificados dois polimorfismos com significancia
estatistica entre a presenca de suas variantes e o desenvolvimento de cancer de pulméo nao
pequenas células mesmo sem o consumo de alcool: A10398G e C10400T, ambos
frequentemente relatados na literatura (Qi, 2016). Esse resultado é discordante do relatado por
Pezzotti et al. (2009) que observaram uma correlacdo da variante A10398G associada ao

consumo de alcool ao risco de desenvolver cancer de mama na populagdo americana.

Em termos populacionais, as frequéncias alélicas do polimorfismo A10398G
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encontradas no presente trabalho foram similares as descritas por Sultana et al. (2011)
relatadas para a populagio do norte da india. Além disso, ja foi observado que o alelo 10398A
é mais prevalente em popula¢es africanas, afro-americanas e européias, enquanto que o alelo

10398G ¢é mais frequentemente encontrado em asiaticos e indianos (Sultana et al., 2011).

Apesar de ser associada as diferentes populagdes, a variante A10398G ja foi relatada
na literatura como significantemente associada a presenca de metéstases 6sseas em tumores
de prostata (Kalsbeck et al., 2017), ao desenvolvimento de cancer de mama (Czarnecka et al.,
2010; Tianing &Sudarsa, 2017) e de gliomas de alto grau (Costa Janior, 2016). Além disso,
essa variante também ja foi associada ao céncer de pulmdo ndo pequenas células, sendo
considerado um marcador de pior prognostico e associado a resisténcia ao tratamento (Choi et
al., 2011; Xu et al., 2013). Em estudo realizado por Qi et al. , os achados sugeriram que, entre
pacientes com cancer de pulmédo ndo pequenas células (CPCNP), ha grandes mudancas na
heteroplasmia mutante do mtDNA 10398G e um baixo grau de mutacdo da mtDNA 10398G
heteroplasmatica pode ser um marcador de mau prognostico em pacientes com CPCNP (Qi,
2016).

Tal associacdo do polimorfismo A10398G com o desenvolvimento de tumores se da
pelo aumento na producdo de ROS, devido ao déficit no Complexo I, com consequente
aumento de danos ao DNA (Kalsbeck et al., 2017; Tianing & Sudarsa, 2017; Martinez-
Ramirez et al., 2018). J& a presenca do polimorfismo C10400T, j& foi relatado na literatura
que, assim como observado em nossa populacdo, 0 mesmo ocorre como consequéncia da
variante G10398A (Sultana et al., 2011).

Como uma visdao futurista, a ampliacdo de pesquisas para um melhor entendimento
das alteracBes mitocondriais, seja por mutacfes em seu DNA ou por alteragdes em vias de
sinalizacdo, poderiam proporcionar ndo s6 biomarcadores de diagnostico ou prognostico
como também uma area a se explorar na reprogramacdo do metabolismo da glicose
direcionado seletivamente as células cancerigenas, proporcionando uma possivel abordagem
terapéutica atraente e efetiva. Essas abordagens podem ser desafiadoras porque seréo
necessarias para superar as respostas compensatérias e adaptativas mediadas pela natureza

enraizada e sofisticada do metabolismo da glicose (Hay,2016).
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6. CONCLUSOES

-Néo foram observadas no gene ND1 alteracBes com significancia estatistica em

relacdo ao desenvolvimento do cancer de pulméo ndo pequenas células;

- Descoberta uma alteragdo estrutural no gene ND1 na presenca de C3595ins, ainda

nao descrita na literatura.

-A presenca do alelo A, observada em T3552A no gene ND1, foi associada de forma
significativa ao um efeito protetor ao desenvolvimento de cancer de pulmdo ndo pequenas

células;

-Alteractes no gene ND3 (G10398A e T10400C) foram significantemente associadas

com o cancer de pulméo, mesmo quando o paciente nao fazia uso de bebida alcodlica;

-Estas alteracBes em ND3 possuem potencial para utilizacdo como marcadores em

pacientes com cancer de pulmao nao pequenas células.
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ANEXO 1

Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Laboratdrio de Biologia Molecular da UFPA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A Universidade Federal do Para, em colaboragdao com o Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto, estd desenvolvendo uma pesquisa que permitira conhecer melhor os
mecanismos que ocasionam o desenvolvimento de tumores pulmonares, através da
identificacdo das alteracdes genéticas associadas ao quadro clinico do paciente e exame
histopatoldgico. Estes estudos sdo realizados em pequenos fragmentos de tecido neoplasico
removido por cirurgia e bidpsias e trard novas informacdes sobre aspectos genéticos
relacionados a este quadro clinico.

Vocé esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagndstico e/ou
tratamento de algum tumor pulmonar e ha a necessidade da remoc¢do de material biolégico
relacionado a esta enfermidade. Parte do material retirado serd encaminhada para exames
laboratoriais, necessdrios para o diagndstico definitivo. O restante do material ndo utilizado é
armazenado para novos exames, se necessario.

A obtencao do fragmento de tecido tumoral para pesquisa ndo implicard em riscos
adicionais no seu tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou
cirurgia. O fragmento de material biolégico sera identificado no laboratério por um cédigo
formado por nimeros e letras, preservando sua privacidade e identidade. A eventual inclusdo
dos resultados em publicagao cientifica serd feita de modo a garantir o anonimato do paciente.

E necessario esclarecé-lo (a) que n3o existem beneficios ou direitos financeiros a
receber sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar
o material para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento
ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre este documento ou em relagcdo a pesquisa, por
gentileza, entre em contato com o Profa. Dra. Barbara Borges do Nascimento ou com a médica
Lorena Duarte Fernandes, através dos telefones 3201-7585 ou 981124114.

Uma cdpia deste documento serd arquivada em seu prontudrio e, se desejar, uma copia
Ihe serd fornecida.

Declaro estar ciente das informag¢des prestadas, tendo lido atentamente e concordado
com o teor, e autorizo a utilizagdo de amostras de tecido retiradas de meu organismo.

Belém-PA, de de

Assinatura do Paciente ou Responsavel

Nome:
RG:




ANEXO 2 Registro:

Universidade Federal do Para

Pesquisa de biomarcadores de pacientes com cancer pulmao

PRONTUARIO
Nome do Paciente:
Telefone para Contato:
Data de nascimento: / /
INFORMACOES
Género:[_] Masculino [_] Feminino
Peso: Altura:
Idade:
PACIENTE

Estado Civil:[_] Solteiro [_] Casado [_] Separado/Divorciado [ ] Vilivo

Ocupacao:
Naturalidade:Cidade: Estado:
Endereco atual:Cidade: Estado:

Etnia: [_] Amarelo [_] Branco [_]Pardo [_] Negro
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Tabagismo:[_] Sim [_] Parou[_] Nunca fumou

Frequéncia (cigarros/dia/anos):

Ha quanto tempo parou de fumar?

Consumo de bebidas alcodlicas: Sim N&o Raramente Nunca usou

Qual?

Frequéncia (doses/semana):

Doencas Pulmonares: [_|DPOC
[ ]Tuberculose

[ ] Outras

Medicamentos (uso regular):

Ha& quantos anos:

Presenca de outros tipos de cancer:[_] Positivo [ ] Negativo

Qual?

Quando?

Realizou algum tratamento? Qual?

Historico de cancer na familia:[_] Positivo [_] Negativo

Qual o cancer?

Grau de parentesco:

Responsavel:

Data:

/




