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Resumo

O cancer de pulméo é apontado como a principabadeisnorte por cancer em todo o
mundo. Dentre os fatores ambientais, o cigarro édamprincipais fatores de risco
para o desenvolvimento da doenca. A maioria dogepi@s com cancer de pulmao
fuma, e estudos relataram um risco de cancer dedmuhté 16 vezes maior em
tabagistas ativos. Entretanto, nem todas as pegqseasimam desenvolvem cancer e,
por este motivo, acredita-se que possa haver umdisposicdo genética para a
doenca. Genes relacionados ao sistema de repabiNAesdo considerados fortes
candidatos, assim como o0s genes relacionados scimento e proliferacdo celular e
genes supressores de tumor. O presente estudscandft individuos diagnosticados
com NSCLC e encontrou uma frequéncia de 40,5% dimpdismo Ser326Cys no
geneOGG1,associado a via BER de reparo de DNA. O dominioddokgeneEGFR
apresenta uma alta frequéncia de mutacées em céeceulméao. Nosso estudo
detectou a delecdo 746_750del, no exon 19, em dd¥amostras estudadas. Além
disso, estudos de expresséo da proteina Wwox mdicama expressao reduzida em
79% das amostras analisadas. Nao foram detectadasiagdes significativas entre
os achados moleculares e os dados clinicos dosnpesj porém o estudo sugere uma
possivel relacdo entre a baixa expressividade dexX\&vum pior progndéstico do
paciente. Estudos de ancestralidade indicaram umpaoente africano mais
prevalente nos pacientes que em controles. Ostadesl obtidos nesse estudo
permitiram avaliar as caracteristicas molecularenécas dos pacientes com cancer

de pulmao de células ndo pequenas analisados .



Abstract

Lung cancer is the main cause of cancer-relatedhsleaorldwide. Smoking is
considered the most important environmental riskdiafor lung cancer development.
A great number of lung cancer patients smoke, &ndies report a 16-folder cancer
risk among smoking people. However, since not eypamgon who smoke develops
lung cancer, a genetic predisposition may alsonelved. Genes related do DNA
repair system are reported as strong candidatesgasevell as genes related to cell
growth and proliferation and tumor suppressor ge@®es study analyzed 42 NSCLC
individuals and found a 40.5% frequency of Ser326@glymorphism in the BER
repair pathwayDGG1gene EGFRTK domain has a high frequency of mutations in
lung cancer. We detected only one mutation, 746d@5@n exon 19, in 7.1% of our
samples. Also, Wwox expression was reduced or alnsét®% of samples analyzed.
There was no significant association between méedundings and clinical features,
although the study suggests a possible relationbbiveen lower expression of
Wwox protein and bad prognosis. Ancestry analysiswed a higher African
component among patients than controls. The smaiiber of samples does not
allow us to give any definite conclusions, but tesults obtained suggest the possible

genetic and clinical behavioral pattern in the gapon studied.
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1. Introducéo

Cancer é definido como um crescimento desordedad®lulas que dividem-
se rapidamente e invadem tecidos e orgaos. A Crggdn Mundial de Saude aponta
0 cancer como a principal causa de morte em todwundo; em 2004, 13% dos
Obitos, aproximadamente 7.4 milhdes de casos, faecorrentes de cancer. Dentre
eles, o cancer de pulméo lidera a lista de moadédcom uma estimativa de 1.3
milhdes de mortes por ano e um aumento de 2% moem@nsua incidéncia mundial.
A sobrevida média de um paciente com cancer degmbrde 5 anos, variando entre
13% e 21% dos casos nos paises desenvolvidos e 1%oenos paises em
desenvolvimento.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude de 2005taapoa neoplasia de
pulm&o como primeira causa de morte entre homeassegunda entre mulheres,
ficando atras apenas do cancer de mama, no B@asilstituto Nacional do Céancer
(INCA) relata 18.715 mortes no pais em 2006, etenatva aponta para 27.630
novos casos em 2010. O cancer de pulmédo ocupaumdedugar no niumero de
novos casos entre homens e o quarto lugar entieenes| no estado de Minas Gerais
(Figura 1). A preocupacdo em entender 0sS mecanisnegponsaveis pelo
desenvolvimento do cancer de pulméo é crescenste ldentexto, estudos cientificos
gue visam identificar associacdo de genes comaw rie cancer sao de grande
importancia para, juntamente com fatores exdgermsp tabagismo, exposicao UV,
entre outros, determinar métodos mais eficazes mwepcdo, diagnostico e

tratamento.



Homens
Estimativa dos Casos Novos

Localizagdo Priméria
Neoplasia maligna

Mama Feminina
Cdlon e Reto

Pele ndo Melanoma 4.750 46,07

610

Figura 1:Estimativas para o ano 2010 das taxas brutas a@maa por 100.000 e de nimero de casos
novos por cancer, em homens e mulheres no Estalllinds Gerais e capital (fonte: INCA)

1.1. Classificacao histolégica do cancer de pulmao

A Organizacdo Mundial de Saude classifica o cameempulméo em dois
grandes grupos, de acordo com seu tipo histolégiadrao de comportamento e
resposta a agentes terapéuticos: cancer de cdqlatpgenas (SCLC) e céancer de

células ndo-pequenas (NSCLC).



1.1.1. Cancer de Células Pequena@mall-Cell Lung Cancer —SCLC)

O carcinoma de pequenas células é caracterizadmhdas de forma ovalada
(oat cell§ e de tamanho reduzido. Grandes areas de nediosensontradas com
frequéncia. Este tipo histologico é encontrado proxamadamente 25% dos casos de
cancer de pulméo (Colliret al, 2007), que é conhecido por sua alta associagéo co
cigarro. Por ser menos frequente que o0s carcinodeascélulas ndo-pequenas
(NSCLC), um namero menor de estudos sobre SCLCcénénado; porém este tipo
histologico possui grande importancia clinica. So@ureza € extremamente
agressiva, com rapido crescimento tumoral e meedspaecoces. Possui boa resposta

inicial a quimioterapia, porém com grande numeroederréncias e a sobrevida até 2

anos ocorre em menos de 15% dos casos.

1.1.2. Cancer de Células Nao-PequenagNon-Small-Cell Lung Cancer -

NSCLCY)

E o tipo histoldgico mais prevalente. Os NSCLC dassificados em diversos
subtipos, porém 0s mais comuns sdo adenocarcin@ar&inoma de células

escamosas e carcinoma de grandes células.

Adenocarcinoma (ADC)o adenocarcinoma € frequentemente observado na
periferia dos pulmdes e em vias aéreas mais estrédfor este motivo, ndo sao
facilmente detectaveis, nos seus estagios inigaisanalises citolégicas, como a do
escarro (Collinst al, 2007).A lesdo precursora do adenocarcinoma é denominada

hiperplasia atipica alveolar (AAH). Estas lesbesspem menos de 5 milimetros de
3



didametro e sdo constituidas por pneumdcitos tipatipicos que se proliferam na
parede alveolarSao reconhecidos 14 subtipos de adenocarcinompslagio, mas
apenas alguns tipos representam a maioria encamesicasos.

Carcinoma Escamo-Celular (SQC)possui localizacdo mais central e
apresenta-se como pequenos nodulos sub-pleuraisapdeéncia bizarra. Séo
compostos de camadas de células epiteliais comatipizacdo celular individual,
pontes intercelulares ou formacdo de pérolas. $egnpstico assemelha-se ao do
adenocarcinoma periférico; entretanto, carcinongaséulas escamosas originam-se
normalmente nos segmentos proximais dos bronq@QCs geralmente possuem
crescimento lento estimando-se que a progressdcadinoma primario até a
formacgdo de um tumor clinicamente aparente durgédea quatro anos. Juntamente
com o0 adenocarcinoma, € o tipo histolégico maioetnado em NSCLC (Collinet
al, 2007).

Carcinoma de Grandes Célulasste tipo de carcinoma é responséavel por
aproximadamente 15% de todos os casos de cancpulagio. E composto por
células grandes e que ndo possuem diferenciacéplasiméatica. Analises mais
detalhadas e técnicas de microscopia eletrbnicaerppdnais apropriadamente,
classificar carcinomas de grandes células indiféaglos como adenocarcinomas

pouco diferenciados ou até mesmo carcinomas escahlares.

1.2.Estadiamento

O cancer de pulméao é estadiado de acordo comténi@eriNM (tumor, node,
metastasis que considera o tamanho e localiza¢do do tumirapio, acometimento

de linfonodos e presenca de metastases. O Comit&stidiamento IEC) da
4



Associacao Internacional de Estudos sobre o Cate®ulmaolASLO apresentou,
em 2009, uma atualizagdo da ultima classificacétabelecida em 2002. O estudo
feito a partir de registros clinicos de 68.463 gaids com NSCLC e 13.032 pacientes
com SCLC e mudancas nos critérios T, N e M foramspostas considerando-se
diferencas na sobrevida dos pacientes (Rami-Rarta, 2009). As classificacbes

propostas dos componentes T, N e M encontramia€ddis abaixo no Quadro 1.

Quadro 1 - Critério TNM para Estadiamento de Cancerde Pulméao
TUMOR PRIMARIO

Tla -<2cm de didmetro

T1b - > 2 < 3cm de diametro
T2a- >3 <5cm de didmetro
T2b - >5cm < 7cm de diametro

T1 - < 3cm de diametro

T2 -> 3 -<7cm de diametro

T3 - tumores > 7cm de didmetro, com extensdo patag) diafragma ou pericardio
T4 - Invasdo de 6rgaos do mediastino

ACOMETIMENTO DE LINFONODOS

NO - nenhum acometimento

N1 - linfonodos hilares ou broncopulmonares ipsokis
N2 - linfonodos mediastinais ipsolaterais ou suineds
linfonodos ipsolaterais supraclaviculares
N3 - lifonodos mediastinais hilares contralatemisupraclaviculares
PRESENCA DE METASTASES
MO - sem metastases

M1a - nddulos tumorais separados na regido coterala

. tumor com nodulos pleurais ou efusaanale
M1 - presenca de metastase§n P ol

aligna

M1b - metastases distantes
ESTADIAMENTO TNM
IA T1,NO,MO
B T2,NO,MO
A T1,N1,MO0
1B T2,N1,M0; T3,NO-N1,MO0
A T1-T3,N2,M0
113} qualquer T4, qualquer N3, MO
\Y qualquer M1

(Fonte: Rami-Porta et al, 2009)



1.3. Manifestagdes clinicas

Os sinais e sintomas apresentados pelas pessoasancer de pulmao podem
variar dependendo do tipo histoldgico, localizagdamanho do tumor, e também da
presenca ou auséncia de metastases.

Muitos pacientes sdo assintomaticos e a lesde@blerta acidentalmente. A
grande maioria (80%) dos pacientes sintomaticossaptam fadiga. Perda de peso,
falta de apetite, tosse persistente, dispnéia eopise sdo também observados na
maioria dos casos. Tumores com um grau maior daséw podem causar dor ou
sensacgédo de queimacéo no peito (Coléhsl 2007). Os sintomas observados em
casos de metastases variam de acordo com os @ng@estao sendo acometidos.

Paralelamente, aproximadamente 10% dos pacieraeshémn podem
desenvolver sindromes paraneoplasicas, com siaaiassociados a efeitos do tumor
e de metastases (Colliret al, 2007). Estas sindromes possuem diversas origens
(endécrina, neurolégica, esquelética, hematolégicaénea), podendo ser o sinal
inicial de uma manifestacdo maligna, e seu diaggr@gtreciso € muito importante
para a identificacdo do tumor. Exemplos de sindsopsaneoplasicas associadas a
cancer de pulmdo sdo Sindrome de Cushing, hipero@¢ encefalopatias,

trombocitopenia, anorexia, dentre outras (Colihal, 2007).

1.4. Fatores de risco

1.4.1. Exposi¢cao ambiental/ocupacional
Muitos estudos ja foram feitos sobre a contribmigé fatores ambientais no

desenvolvimento do cancer de pulméao. Dentre etedestacam o asbesto e fibras de
6



silica, compostos organicos, metais pesados coamaoce niquel, arsénico, radiacdo
ionizante e poluicdo (Albergt al, 2003; Whitrowet al, 2003). H& relatos também
sobre a influéncia de alimentos antioxidantes éenies como retindis, carotenoides,
vitamina C e folato na prevencdo do cancer de pulfR&swallet al, 2010; Roswall

et al, 2009). Entretanto, a correlacdo desses fatores @aisco real de cancer é
complexa pois ndo € possivel mensurar com preocigfiau e tempo de exposi¢do do
paciente a determinado fator e, além disso, o taimagentre esses individuos torna-
se um fator complicador, j& que pode acentuarom e cancer (Albergt al, 2003,

Whitrow et al, 2003).

1.4.2. Cigarro

H& mais de um bilhdo de fumantes no mundo. Estrgldgzados pelo INCA
em quinze capitais brasileiras e Distrito Federaktram que, no periodo de 2002 e
2003, a prevaléncia de tabagismo variou entre 122%,2% nas cidades estudadas.
Dos 177.543 6bitos ocorridos nas capitais estudadasio de 2003, 83.593 estavam
ligados ao cigarro (Corres al, 2009).

O cigarro contém mais de trezentas substanciasicpd, quarenta das quais
sdo consideradas potenciais agentes carcinogéréoos a nicotina, alcatrdo e
hidrocarbonetos poli-aromaticos (PAH), como benzpi&no. Além disso, o cigarro
também contém uma grande quantidade de subst&ocimadoras de radicais de
oxigénio, como catecol e hidroquinona, que podersem@enhar um papel no
aumento do risco de cancer de pulméao (Aszrai, 1997).

A maioria dos cigarros produzidos industrialmeartetém filtros que reduzem

a inalacdo de alcatrdo, mas permitem a entradadieyas carcinogénicas que se
7



acumulam mais profundamente nos pulmdfes. Além dipsssoas que fumam
cigarros com baixo teor de nicotina e alcatrédoeend fumar mais cigarros e inalar
mais profundamente. Esses fatores podem explicaumento no numero de
adenocarcinomas em relacdo ao niumero de carcinesoamo-celulares nos ultimos
anos (Djordjeviet al, 2000).

A maioria dos pacientes com cancer de pulmao (8099%) fumam (Paz-
Elizur et al, 2003), e estudos sugerem que o risco de cantemess atribuido a
frequéncia que a intensidade de fumo. Retal. (Petoet al 2000) relatou um risco
16 vezes maior em fumantes ativos; este risco daamaior nas pessoas que
comecaram a fumar antes dos quinze anos. Entretestiodos apontam para um
decréscimo desse risco em pessoas que deixam de fups primeiros 5 anos o risco
permanence equivalente ao de um fumante ativonpoeé para 8 vezes em 10 anos
e, gradualmente, para 2 vezes apos 30 anos daédwsti (Alberget al 2003).
Estudos também relatam um aumento no risco de rcalecgoulmao em pessoas
expostas ambientalmente ao tabaco (fumantes pajsiestes casos representam
cerca de 25% dos canceres de pulmdo em pacientelsimantes (Gorlovat al,

2006; Dhaleet al, 2006).

1.4.3 Fatores Genéticos

O fato de apenas uma parcela dos fumantes desenwdncer de pulmao
sugere uma predisposicdo genética relacionada sencedeamento da doenca.
Atualmente sdo conhecidos mais de 230 genes ligadasacer (Thomast al 2007)

e, dentre eles, genes ligados ao reparo de DNArobfepacdo celular e genes

supressores de tumor sdo os mais envolvidos (Themat 2007; Ettingeret al,
8



2006; Paz-Elizuret al, 2008; Saviozziet al, 2009). Este estudo abordou genes
representativos de cada classeGGl, envolvido no reparo de DNAEGFR
envolvido no crescimento e proliferacao celulAW&/OX gene supressor de tumor).
Andlises de polimorfismos genéticos sdo ferramentdizadas na elucidagdo do

papel de determinados genes no cancer de pulmad=(Rar et al,2007).

-8-oxoguanine DNA Glycosylase 1 (OGG1):

O metabolismo do oxigénio libera produtosagtive oxygen species — ROS
gue interagem de forma negativa com componentedaoet, causando danos em
proteinas, lipides e acidos nucléicos, atravédatpia oxidativo direto (Paz-Elizet
al, 2008; Hirano, 2008; Jackson & Bartek, 2009). A8 constantemente geradas
vivo através da respiracdo; entretanto agentes comdgasra contém grandes
guantidades de substancias que podem causar daiadivwms ao DNA e, dessa
forma, aumentar o risco de cancer, como o de pu{dsamiet al, 1997).

O contato com as ROS expfe as células a um estosddativo e leva a
formacdo de um grande numero de bases oxidadasog®nina T,8-dihydro-8-
oxoguanine 8-oxo-Gua, 8-OH-Gua) é uma lesdo mutagénica fdamde maneira
espontanea e pela acdo de fatores externos, taie cadiagcdo ionizante, metais
pesados e poluentes. ROS induzem mutacdes de pomdA do tipo transversdes
GC>TA, comumente observadas em genes supressoresnde e acredita-se que
exista uma relacdo entre essas lesbes e cancandHi2008) (Figura 2). Os
organismos possuem mecanismos de defesa que visarterma integridade do
genoma removendo danos ao DNA, reduzindo numeramdeacdes, erros de

replicacéo e dele¢bes (Hirano, 2008). A via denepae remove 8-oxoguanina com
9



maior eficiéncia do DNA é a BERB&se-Excision Repairque possui habilidade de
reparar bases com pequenas alteragOes, principgalmesn causadas por dano
oxidativo (Hirano, 2008). A via BER ¢ iniciada p@&axoguanina DNA glicosilase 1

(OGGL1), que reconhece a base modificada e remBwvexa-Gua através da clivagem
da ligacdo glicosilica que liga a base nitrogenaddesoxirribose, deixando na
estrutura do DNA um sitio abasico que é posteriateeorrigido com a acdo da AP
endonuclease 1, seguida pela atividade da DNA potisg3 e DNA ligases | ou llI

(Paz-Elizuret al, 2008) (Figura 3).

ROS
o) (*OH)

bosRibe e

5 8-hydroxyguanine
guanine {B-OH-GLIQ}

Q
HN N
/J{\. | % 0
HiN" N “\
7, 8-dihydro-8-oxoguanine
(8-ox0-Gua)

Figura 2: Formagdo da 8-oxoguanina pela acéo d&. B@xo-Gua é formada pela hidroxilagcéo da
guanina na posicéo C-8. Fonte: Kasiaal, 1984 in Hirano, 2008
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Figura 3: Esquema representativo da via de rep&m. B\ presenca de 8-oxoG (O) no DNA causa
uma transversao G/T, como mostra a via princip@GQ remove a 8-0x0G, deixando um sitio abasico
no DNA, posteriormente reparado pela polimefas®lUTYH também é uma DNA glicosilase da via
BER, e remove a adenina do par 8-0xoGA. Fonte: detval, 2007

A 8-oxoguanina DNA glicosilase 1 € codificada pgemeOGG1 que possui
oito exons e produz dois transcritos principaisas desplicing alternativo. A
primeira isoforma da proteina;OGG1 (OGGL tipo a) é transcrita dos exons 1 a 7,
possui 345 aminoacidos e localiza-se no nicle@aformaB-OGG1 (OGGL1 tipo b)
€ transcrita dos exons 1 a 6 e exon 8, possui #2doacidos e € encontrada
exclusivamente nas mitocondrias. O exon 7 codificsinal de localizacdo nuclear,
perto da regido C-terminal, enquanto o exon 8 wadid sinal mitocondrial (Hirano,
2008).

Acredita-se que a deficiéncia nos sistemas deaguessa levar a um acumulo
de mutacdes, aumentando o risco de desenvolvingentdncer. Estudos registraram
uma menor atividade de OGG1 em pacientes com céeganlmao (Paz-Elizwet al,
2003; Paz-Elizuet al 2007). Paz-Elizuet al. (Paz-Elizuret al, 2003) encontraram
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uma diminuigdo significativa no reparo por OGG1l eacientes (5,8 W de
proteina) em relacdo a individuos sadios (7igldle proteina).

Pesquisas prévias revelaram a presenca de divposiosorfismos no gene
OGG1(Jackson & Bartek, 2009; Anderson & Daggett, 20@@BSNP encontrado no
exon 7 (C1245G, rs1052133), entretanto, é o maisdado em associacdes com
desenvolvimento do cancer de pulméo (Jackson &BaR009). Esse polimorfismo
leva a uma troca do aminoacido Serina por uma i@e&steo cédon 326 da proteina
(Ser326Cys), e ha relatos de que a variante OGGCyB2 esta relacionada a uma
inabilidade de reparo e maior acimulo de mutac@edugidas pela 8-oxoguanina
(Yamaneet al, 2004; Bravardet al, 2009). Por este motivo, inimeros trabalhos
buscam estabelecer associacdes entre cancer dégoulan presenca da variante
326Cys em comparacgdo a variante 326Ser (Jacksoartek3 2009; Yamanet al,
2004, Bravarcet al, 2009; Kohncet al, 2006). Associacdes entre alteracdes em genes
de reparo podem ser importantes para estimar uredisposicdo genética em
individuos ao cancer de pulméo e, no caso do OGf&htar as pessoas quanto a um

possivel aumento do risco na presenca de fatoregatais, como o cigarro.

-Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR):

O receptor do fator de crescimento epiderntgidermal Growth Factor
Receptor —EGFR/Herl) é um receptor de membrana de tirosinaage (TK),
membro da familia ErbB, que é composta por quatembmos (EGFR/Herl,
ErbB2/Neu/Her2, ErbB3/Her3, ErbB4/Her4). E constitu por um dominio de

ligacdo extracelular conectado a um dominio transionena acoplado a um dominio
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intracelular de tirosina quinase e favorece a fam@cao celular, diferenciacéo,
sobrevivéncia, angiogénese e migracao (Mugtwpl 2006; Irmeret al 2007). O
receptor de crescimento EGF pode se homodimerizdormar heterodimeros com
0s outros membros da familia, alterando a estrutosareceptores, conferindo, assim,
uma diversidade nas respostas celulares estimulaataEGF (Irmeret al, 2007;
Ahmedet al, 2006). A ligacdo EGF-receptor leva a internaimageste complexo,
induzindo a atividade da tirosina quinase, o edtinaw crescimento e proliferacao
celular. Uma grande variedade de cascatas dezsigad sédo estimuladas através da
atividade de EGFR, incluindo as vias de PI3 quifddenTOR, PI3K-Rac-Rho-
Cdc42, JAK-STAT e Ras-Raf-MAP quinase (Ahnetal, 2006) (Figura 4).

O aumento na expressao de EGFR é vantajosa pacaets pois desencadeia
maior crescimento, proliferacdo e sobrevivéncialael e & angiogénese, acarretando

invasdes e metastases (Irreeal, 2007).
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Transcricdo  Progressdo Sobrevivéncia Invasao e Proliferacdo
do ciclo motilidade

celular

Figura 4: Vias de sinalizagdo de EGFR. Ativadagam a uma ativagdo na transcricdo, progresséo do
ciclo celular, sobrevivéncia, proliferacdo e mdtlile nas células. Fonte: Ahnetdal, 2006
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O geneEGFR est4d mapeado no cromossomo 7. E composto por int®
exons, sendo que os exons 18-24 codificam o recdpttrosina quinase em EGFR.
O fato de grande parte das mutacOesEBFR estar localizada nos exons 18-21
(Irmer et al, 2007; Rielyet al, 2006) torna o dominio TK o principal alvo de estsi
gue visam a compreensdo dos mecanismos de desemaiy e progndstico do
cancer de pulmdo, bem como o desenvolvimento dmitey especificas e mais
eficazes que auxiliem o tratamento da doenca. Uaradg variedade de alteracdes ja
foi descrita. Delecbes no exon 19 (746_750del) giegam o dominio leucina-
arginina-glutamato-alanina (LREA) representam ajpnaxlamente 48% das
mutagdes; mutacdes de ponto, como a troca de &epara arginina no codon 858
(L858R) no exon 21, representam cerca de 38% dassransercdes-delecbes no

exon 20 aparecem em uma proporcao de 6% (letredy 2007) (Figura 5).

1]
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Dominio k7
ansmembra H
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del746-750
. r79oM
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Figura 5: Representacao esquematica do receptoRE€CIM as mutacBes mais frequentes encontradas
no dominio TK. Fonte: Ahmeet al, 2006
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-WW Domain Containing Oxidoreductase (WWOX):

Os cromossomos de todos os individuos possuereegienominadas sitios
de fragilidade, que correspondem a regides cromusa8 mais susceptiveis a
quebras, rearranjos e dele¢bes (Richadsl 2001). O genaVWOXinclui uma
grande area de FRA16D, o segundo sitio de fragiéidanais comum do genoma
(Bednareket al, 2000). Estudos anteriores demonstraram que &£§w do gene
WWOXesta reduzida em diversas neoplasias (Gatlat 2004; Pimentat al, 2006).
Apesar da importancia das alteracesVevOXem cancer, ainda h& poucos estudos
a respeito da funcdo e mecanismos de acédo desteEy@netanto, sua participagéo no
cancer de pulméo ja foi descrita por alguns estudesdamuriet al (Yendamuriet
al, 2003) detectaram transcritos éWOX com delecdo de exons e expressao
diminuida da proteina em linhagens celulares deetdde pulmao. Outro estudo
confirmou WWOX como um gene supressor de tumor, pois se mosftroaz ena
prevencdo do crescimento do cancer de pulméo enelosogenograficos (Fabbei
al,2005). Por este motivo, torna-se interessante avaliexpressdo d&/WOXem

casos de neoplasia de pulméo.

1.5. Tratamento

O tratamento do céncer de pulmao varia de acoodo @ tipo histologico,
estadiamento e as caracteristicas clinicas do rgaci@ cirugia de resseccdo € o
tratamento de escolha em pacientes com NSCLC dias@nto | até IllIA.
Quimioterapia e radioterapia sédo indicados nosscago-ressectaveis e, em alguns

casos, a quimioterapia é administrada na faseiprgica ou utilizada como um
15



adjuvante pds-cirurgico (Collinst al, 2007). Carcinoma de células pequenas sédo, em
geral, inoperaveis, e o tratamento se da pela astndigdo de quimioterapicos
(Collins et al, 2007).

Atualmente as pesquisas clinicas estdo voltades teaapias especificas,
personalizadas e mais eficazes no tratamento doecdAgentes terapéuticos tém
sido desenvolvidos com o objetivo de direcionaiataimento para cada tipo de cancer
e aumentar sua eficacia. O dominio TK de EGFR tan e principal alvo de
farmacos pelo grande numero de alteragbes encastraab exons 18-21. Inibidores
de tirosina quinase (TKIs) tém sido utilizados coadjuvantes nos tratamentos
convencionais de cancer de pulméo (Ahraedl 2006; Casconet al, 2006). TKIs
competem com ATP na ligagdo ao dominio intracelugredindo a fosforilacdo da
tirosina e, consequentemente, a ativacao da viari@apais inibidores utilizados sao
Erlotinib (Tarceval, OSI-774; Genentech, South San Francisco, CA, US8A)
Gefitinib (Iressal, ZD1839; Astra Zeneca, Macclesfield, United Kinggp ambos
possuem administracdo oral, sdo reversiveis eivaaepara o tipo de alteracéo
(Casconeet al, 2006). Cada mutacao esta relacionada a um diéecemportamento
da doenca e a diferentes respostas a farmacos @trag 2007; Ahmeckt al, 2006).
Mutacbes nos exons 18 (G719A/C), 21 (L858R e L864@glecdes no exon 19 no
dominio LREA (del746-750) conferem uma maior susbéjplade a resposta para
Gefitinib e Erlotinib; a insercdo D770_N771insNR®, exon 20, confere resisténcia
aos farmacos. As mutag¢des D761Y, no exon 19, eNlI780 exon 20, também estédo
associadas a resisténcia e sdo adquiridas pelddndidurante o tratamento (Riedy

al, 2006; Matsuet al, 2007; Bellet al, 2005).
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1.6. Distribuicéo populacional

Aproximadamente 40% a 80% dos casos de NSCLCapes um aumento
na expressao de EGFR. A maioria das mutacoeE&FR sdo encontradas em
adenocarcinomas e em individuos do sexo feminin@o Nxistem relatos de
associacfes com tabagismo (Muretyal, 2006; Ahmedet al, 2006); além disso, a
populacdo Asiatica possui uma maior prevaléncianigacdes (20-40%) que a
Caucasiana (<10%) (Irmeet al, 2007). A variante OGG1-326Cys também é
encontrada em maior frequéncia entre asiaticoexapadamente 42%). Caucasianos
apresentam uma ocorréncia do polimorfismo de 213pellacdes mistas, 38% (et
al, 2008). As diferentes frequéncias genotipicas podevar a diferentes
comportamentos de polimorfismos e mutacdes. Pa@ esitivo, varios estudos
buscam identificar associacfes entre as variaegiétigas e cancer de pulméo dentro
de cada populacdo. A populacdo brasileira é corldemista (Penat al, 2009) e
faltam mais estudos avaliando a frequéncia de pofismos e mutagbes e®GGle
EGFRe sua associagdo com cancer de pulmao.

A incidéncia de cancer de pulm&o vem aumentandaagjvamente nos
tltimos anos em todo o mundo. Por esse motivo, resigdos e pesquisas sao
necessarios para proporcionar uma estimativa delispasicdo, métodos de
diagnostico precoce mais eficazes e tratamentas \oed mais especificos, baseados

nas caracteristicas moleculares, sociais e indigdle cada pessoa.
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo caracterizar pagsediagnosticados com
cancer de pulméo de células ndo pequenas quargaadscaracteristicas clinicas
(sexo, idade, tipo histologico e etnia), estimafrequéncia da variante OGG1-
326Cys, mutacdes no gerteGFR e expressdo de WWOX nesses individuos,
determinar o componente ancestral de cada indivadtavés de analise de indels
(short insertion/deletion polymorphisins estabelecer uma relacdo entre os achados

moleculares, as caracteristicas clinicas e difaeng progndstico da doenca.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Selecéo de pacientes:

Todos os individuos que participaram do estudoeracientes do setor de
Cirurgia Toracica do Hospital Julia Kubitscheck (s Gerais, Brasil). Foram
selecionados cinquenta pacientes que receberanagmdditico inicial de NSCLC
primario, elegiveis para a cirurgia e que nao am@sam historico préevio de
guimioterapia ou radioterapia.

Trinta individuos higidos foram selecionados cooomtroles para que se
pudesse comparar as frequéncias do polimorfism826€ys entre pacientes com e
sem cancer de pulméo. Foram colhidas amostrasmigiesae 0 DNA extraido foi
genotipado juntamente com o DNA dos casos.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de EticaPesquisa da UFMG

(ETIC 473/05).

3.2. Coleta dos dados clinicos:

Os pacientes assinaram um termo de consentimAnex¢ 1) esclarecendo
todos os detalhes do estudo. Foi realizada umawstat na qual foram coletados
aspectos como idade e historico de tabagismo. Aasrniacbes sobre o tipo
histolégico e estadiamento foram obtidas atravésawmiaise dos prontuarios. A

evolucdo clinica foi acompanhada, durante todo rioge de estudo, através dos

19



retornos dos pacientes agendados pelo hospitah €aso de 6bito, analise da ficha
médica.

Os dados clinicos foram classificados da seguortad:

- Histérico de tabagismo: foram considerados taftagios individuos que
relataram o uso continuo do cigarro até o momeatdiagnostico da doencga; os ex-
tabagistas englobaram os pacientes que relataraso de cigarro em algum periodo
de sua vida, porém cessaram o0 uso antes do momerdt@agndstico; pacientes que
nao relataram uso de cigarro foram consideradostai@mgistas. A porcentagem
anos/maco foi calculada para discriminar os tabagigpesados (mais de 25
anos/maco).

- Tipo Histoldgico e Estadiamento: as amostrasnfioctassificadas de acordo
com o resultado do exame anatomo-patoldgico.

- Prognéstico: a classificacdo “bom prognostica”’dada aos pacientes que
apresentaram boas condi¢fes clinicas apés a arargos retornos agendados pelo
hospital, sem presenca de sintomas ou metastasdasgificacdo “progndstico ruim”
foi dada aos pacientes que apresentaram manifestaglhicas da doenca nos
retornos, presenca de metastases e/ou 6bito asname meio apds a cirurgia, com

causa mortigelacionada a doenca.

3.3. Coleta das amostras:

Cinquenta amostras de tecido de pulméo foram amdst no momento da
cirurgia, apos prévio consentimento formal dos grateis, e armazenadas em um tubo
eppendorf a -8IC, até o momento da extracdo do DNA. As coletasnfiorealizadas

no periodo de julho/2006 a julho/2009.
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3.4. Andlises Moleculares

3.4.1. Extracao de DNA:

O DNA proveniente das amostras de tecido foi ékirale acordo com o
protocolo descrito a seguir: as amostras foram radaes e colocadas em um tubo de
1,5ul, juntamente a 2Q0 de Tampéo de Lise (Tris HCI 50mM, pH 8,0; EDTA
10mM; pH 8,0; SDS 0,5%; q.s.p 300H,0) e Proteinase K 20mg/ml. Os tubos
foram mantidos em banho-maria 26%or 1 hora. Apos esse periodo, mais.20@
Tampao de Lise foi adicionado, as amostras foramtides em temperatura ambiente
por mais 15 minutos e, depois, centrifugadas pom®@utos a 11.000 x g. O
sobrenadante foi coletado e, adicionados a ele|uines de etanol 100% e 10% do
volume do sobrenadante de Acetato de Sédio 3M,,pHA® amostras foram agitadas
gentilmente até que a massa de DNA pudesse salizein. O pellet foi, entéo,
lavado em etanol 70% e, apds a secagem, eluidddéph @ TE (Tris-HCI 10mM,;
EDTA 1mM, pH 7,0-8,0) e armazenados’g 4

O DNA proveniente das amostras de sangue foi ieetrde acordo com o
seguinte protocolo: as amostras foram colocadasuemtubo Falcon de 50ml
juntamente com 1 volume de TKM1 (Tris-HCI 10mM, @t6; KCI 10mM; MgCh
10mM; EDTA 2mM) e Triton X-100 (>20ml de sangue 5l de Triton X-100;
20ml de sangue = 0,4ml Triton X-100; <15ml de sa&ngu0,3ml Triton X-100. As
amostras foram, entédo, centrifugadas a 2500 x d.poninutos. pelletfoi mantido
e lavado com o mesmo volume de TKM1l. As amostrasnfo misturadas e

centrifugadas a 16000 x g por 10 minutos. O soblema foi, mais uma vez,
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dispensado e pellet ressuspendido em TKM2 (Tris-HCI 10mM pH 7,6; KIOMM;
MgCl, 10mM; NaCl 0,4M; EDTA 2mM). O volume de TKM2 tanthédepende do
volume inicial de sangue (>20ml de sangue = 4nTkKi®2; 15ml de sangue = 2,4ml|
TKM2; 10ml de sangue = 1,6ml TKM2). SDS 10% foi@dnado (>20ml sangue =
250ul SDS; 15ml sangue = 1EDSDS; 10ml sangue = 1QDSDS), e as amostras
foram homogeneizadas e incubadas em banho-mariCa@®r 10 a 20 minutos.
ApoOs o periodo de incubacgéo, NaCl 6M foi adicion@e20ml sangue = 1,5ml NacCl,
<15ml sangue = 0,9ml NaCl) e os tubos foram cemgaflos a 15500 x g por 15
minutos. O sobrenadante foi, entéo, transferida pan tubo Falcon novo, contendo
4ml de Etanol 100%, e misturado gentilmente atsw@alizacdo da massa de DNA. O
DNA foi lavado em Etanol 70% e, depois de secosugzendido em 5@0 de TE
(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH 8,0), incubado a%5por 2 dias e armazenado a

4°C.

3.4.2. Amplificacdo e sequenciamento das amostras:

Um conjunto derimersque cobre os 7 exons do ged&Gle os exons 18,

19, 20 e 21 do genEGFR foi desenhado utilizando o programa Primer3 v.4.0

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ As sequéncias de bases dos primers estdo Bstada

na Tabela 1.
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Tabela 1 - Primers utilizados na genotipagem d@GGle EGFR

Sequéncidorward Sequénciaeverse
0OGG1
exonl 5'CCTCGGATTGGCTACCTCTAZ 5CGTGCTTGTTTCCTCTTTTG3
exon2 S5TTTGTAGAGGTGAGGTTTCG3 STTTGGGTCTGTTTTGTTC3
exon 3 5’AATGAGAGGTCTGGTGTTGC3 S5TTCTGGATAGGGGAAGTGTT3I’
exon 4 5'AACTTGAAGATGCCTGATGC3 5 CTCATTTCCTGCTCTCCTCT3
exon 5 5'CCAGAGTGAAGGAGAAAGCA3 5TGTGACCCATCAACAGAAGTZ
exon 6 5'GGTCACAGAAGGGGTCAGAT3 5'GTGTAGGAGGGTGGAGTC3I’
exon 7 5'CAGACTCCACCCTCCTACAG3 5 CTTCCCTACCACTCCTCACTZ

EGFR

exonl8 S’GGCGTACATTTGTCCTCCCZ 5TGCCTTTGGTCTGTGAAZ
exon1l9 5'CCCAGCAATATCAGCCTTAZ S’GCCTCCATTTCTTCATCCAAZ’
exon20 S’CTCTCCCACTGCATCTGTCA3Z STATCTCCCCTCCCCGTATCTZ

exon2l S5'TTCAAGCCCAGGTCTCAACT3 5'CAGCTGTGACCTTTCCCAAT3

O DNA foi quantificado e as reacOes de PCR foraalizadas com 125ng/
de DNA adicionado a 2 de Tampéo IIB 10x (NaCl 40mM; Tris HCI 10mM, pH
8,4; Triton X-100 0,1%; MgGl1,5mM); 2,5 de DNTPs 0,2mM; 041 de cada par
deprimersa uma concentracdo de 10pmbk 0,25l de Taq polimerase 0,625U. Os
produtos foram amplificados em um termociclaBppendorf Mastercycler Gradient
e 0 programa consistiu em uma etapa inicial dealesacédo a € por 3 minutos, e,
depois, 35 ciclos de desnaturacdo %C9or 30 segundos, anelamento a 5%60or
30 segundos e extensdo &#@2or 30 segundos. Ao término dos ciclos, as reacée
passaram por uma extensao final 8C7por 5 minutos. Os produtos de PCR foram
purificados com o uso do kit de purificacBlostra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), seguindo as instru¢cdes contidasnaoual. A
visualizacdo das bandas foi feita em um gel deaPriamida 6,5%, preparado com
1,079ml de Acrilamida 30%; 0,65ml de TBE 10X (3@2%e Tris Base; 25,49 de

Acido Borico; 3,7g EDTA; g.s.p. 500ml ddB). O protocolo de coloragéo envolveu
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uma etapa de fixagdo em Acido Acético Glacial 1B#agem em agua destilada por
3 minutos; etapa de impregnagdo em uma solucadermdmtSm| de Nitrato de Prata
(10,59 AgNO3, g.s.p 100ml ), 7511 de Formaldeido 100%, g.s.p 50ml de agua
destilada; lavagem em agua destilada por 15 segumdoetapa de revelacdo em uma
solucéo contendo 50ml de Carbonato de Sédio (3¢, g.s.p 100ml KO), 75

de Formaldeido 100% e 2i0de Tiossulfato de Sédio 10mg/ml.

3.4.3. Andlise de Fragmentos

Foi feita analise de fragmentos para o exon 18) ooobjetivo de detectar
possiveis insercdes/delecdes através da obserdacfadrdo dos picos. Uma cauda
do nucleotideo M13-40 17-mer foi adicionada ao priforward (EGFR19M13
5'GTTTTCCCAGTCACGACcccagcaatatcagccttad’). A reacio PCR foi feita em
um volume final de 1j@l, contendo: Buffer 1X (Tris-HCI 10mM pH 8,3 ou [#2;
KCI 75mM; MgCI2 3,5mM); 20QI dNTPs, 1,0 U Taq DNA polimerase Platinum
(Invitrogen); 20ng de DNA gendmico; Bl do primer M13forward marcado com
FAM dye 1,5uM do primerreversendo marcado e QM do primerforward nao
marcado. Dois microlitros de cada produto de PGBnfiodesnaturados em solucédo de
formamida com Gene Scan 500 LYS Size Standard {@g@iosystems) a 96 por
5 minutos, e sujeitos a analise de fragmentos enABM3130 Genetic Analyzer 4
capillaries (Applied Biosystems). Os resultadosaforanalisados usandosoftware
GeneMapper Version 4.0 (Applied Biosystems). As stnag com padrdes de picos

alterados foram sequenciadas para a deteccaoteias;aes.
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As reacdes de sequenciamento foram feitas cono dagigDye Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit, seguindo as instrugf@efabricante. As sequéncias foram
obtidas em um sequenciadéiBl 3130 Genetic Analyzer 4 capillarigg\pplied

Biosystems) e analisadas utilizando o programa &einer v.4.9.

3.4.4. Andlises de Ancestralidade:

Todas as amostras foram submetidas a uma anédisendestralidade
gendmica biogeografica. Cada amostra foi tipadaaddo independente atravées de 40
indels bialélicos, ja descritos anteriormente (Bs$Rodrigueset al, 2006). Os
amplicons foram obtidos emBI 3130 Genetic Analyzer 4 capillarigg\pplied
Biosystems) e analisados usandosaftware GeneMapper Version 4.0 (Applied

Biosystems).

3.5. Imunohistoquimica de WWOX:

Fragmentos dos tecidos coletados durante a artwgam acondicionados em
solucdo de RNAlat& e armazenados a -8 Os tecidos foram incluidos em
parafina, cortados e corados por Hematoxilia-Eo§itia), para a visualizacdo das
areas de tumor. Foram realizados corte @ Slo tecido incluido em parafina. Os
cortes foram desparafinizados em xilol e re-hidtaséaem &gua, apos banho em
alcool. Foi realizado o blogueio da peroxidase eroxido de hidrogénio a 1%,
durante 15 minutos. ApGs este periodo, foram eragamgi em agua corrente. A

recuperacéo antigénica foi realizada utilizandaug@ tampéo de EDTA (pH 8.0),
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em panela de vapor a @} por 30 minutos. Ap6s o resfriamento a temperatura
ambiente, os cortes foram incubados com o antigaripeario (diluicdo 1:100) por 30
minutos. ApOs enxadgue com PBS, os cortes foram rtasbecom o reagente
amplificador de sinal (DAKO EnVision Visualizatid®ystem) durante 30 minutos,
novamente enxaguados em PBS e incubados em sotugawmbgemo-substrato
(DAB-DAKO EnVision Visualization System) por 7 mitns. Apds este periodo, 0s
cortes foram lavados em agua destilada, contradoereom hematoxilina e montados
com DPX.

A imuno-marcacéo foi avaliada utilizando-se micogsa de luz (aumento de
400x). A reatividade de Wwox foi feita qualitativamte e cada amostra foi

classificada de acordo com a intensidade da marcaca

3.6. Andlises Estatisticas

Os dados coletados foram submetidos a analisesunultivariadas, com o
auxilio dosoftwareSPSS 13.0 (Statistical Package for the Social $ejenom o
intuito de elaborar o tratamento estatistico paspander as questdes levantadas pela
pesquisa.

O programa Structure v. 2.ht{p://pritch.bsd.uchicago.edu/software.htridi

utilizado para calcular o algoritmo dkisterpopulacional, no qual os individuos sao
agrupados (probabilisticamente) com base em seudiges. As analises entre 0s
componentes ancestrais de pacientes x controldsifaicom o auxilio do software

GraphPad Prism 5.
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas clinicas:

Cinquenta amostras de tecido de pulméo foram amdst no Centro de
Cirurgia Toracica do Hospital Julia Kubitscheck, nists Gerais, Brasil. Apds o
resultado do exame anatomo-patologico, trés pasenteram o diagnoéstico inicial
de cancer descartado e foram, portanto, excluidesdalises. Outras cinco amostras
também foram excluidas: em duas nao foi possivebi@ncdo de quantidade
suficiente de DNA, provavelmente pelo grande nunderoegides de necrose. Ainda,
nao foi possivel coletar todos os dados clinicos@keoutros pacientes, pois eles ndo
compareceram aos retornos e néao foi possivel dantacfamilia. Dessa forma, o
numero total de amostras analisadas foi quarentuas. Dentre elas, 66,7%

pertenciam ao sexo masculino e 33,3%, ao sexo fiem{mabela 2).

Tabela 2 - Porcentagem entre individuos do sexo mas  culino e feminino
nas amostras estudadas

Frequéncia Porcentagem
Homens 28 66,70%
Mulheres 14 33,30%
Total 42 100,00%

Tabela 2: Porcentagem entre individuos do sexoutingce feminino nas amostras estudadas

Os pacientes tinham uma média de 59,40 anos, adaes variando entre 34 e
77 anos; 47,6% foram classificados como tabagi&d38% como ex-tabagistas e

23,8% como ndao tabagistas (Tabela 3).
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Tabela 3: Frequéncia de individuos tabagistas, ex-t  abagistas e ndo
tabagistas nas amostras estudadas

Frequéncia Porcentagem
Tabagistas 22 52,40%
N&o-tabagistas 10 23,80%
Ex-tabagistas 10 23,80%
Total 42 100,00%

Tabela 3: Frequéncia de individuos tabagistasaleagistas e néo tabagistas nas amostras estudadas.

Os controles tinham uma média de idade de 71,8 arevam formados por
51,7% e individuos do sexo masculino e 48,3%, dm $eminino. 41,4% foram
classificados como tabagistas e 58,6%, como nagistas.

45,2% dos pacientes receberam o diagnéstico agnoara escamo-celular,
sendo 95% dos casos tabagistas. 26,2% foram disgadiss com adenocarcinoma;
destes, 63,3% eram tabagistas. 28,5% foram didagadss com outros tipos
histolégicos. O estadiamento foi calculado para acauhciente. Quanto ao
estadiamento, 45,2% foram enquadrados no estadianien23,8% no estadiamento
lIB, 14,3% no estadiamento IlIA, 9,5% no estadiatodhB e 2,4% no estadiamento
IV. Dois individuos ndo possuiam registro de estadinto em seus prontuarios e
foram classificados como nao-referentes (NR).

A evolugéo clinica dos pacientes foi acompanhagla pquipe de cirurgia
tordcica do hospital. Dentre as amostras analisal@$% apresentaram um
prognostico ruim, com quadro de recorréncia e rnestés, e obito constatado até um
ano e meio apos a cirurgia, enquanto 33,3% ap@semtum progndstico bom, com
boas condigBes clinicas no ultimo retorno e ausédei metastases. Trés pacientes
faleceram por causas nado relacionadas a doenceam fdassificados como néo-

referentes.
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A analise de regressao logistica feita entre idgagdegnostico encontrou uma
relacdo linear entre a idade e a probabilidade rdgngstico ruim, levando-se em
conta um valor de significancia de 10% (p<0,1).daeforma, conclui-se que existe

linearidade d@ddspara a variavel continua idade (Grafico 1).
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Graéfico 1: Dispersao idade x progndstico. Assumindovalor de p < 0,1 ha uma relacao significtiva

entre 0 aumento na idade e uma piora da evolugéioz!

4.2. Genotipagem do gen®GGL

O polimorfismo Ser326Cys é codificado pelo exonmas todos 0s exons
foram sequenciados para visualizacdo de possiveiacies em outras regides do
gene. Dezessete pacientes apresentaram a vari@g@é-G@26Cys (40,5%), dos quais
35,7% eram heterozigotos e 4,8% eram homozigoto®e \é cinco apresentaram

apenas a variante Ser326 (59,5%) (Tabela 4 e @ra)icEntre os controles, 69%
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apresentaram apenas a variante OGG1-Ser326, en@i®nhtapresentaram a variante

Cys326 (6,9% homozigotos e 24,1% homozigotos) ([aabe

Tabela 4: Distribuicdo do polimorfismo Ser326Cys na s amostras de

NSCLC
Gendtipo Frequéncia Porcentagem
0OGG1-Ser326 25 59,50%
OGG1-Cys326 2 4,80%
Heterozigotos 15 35,70%
Total 42 100,00%

Heterozygotes
357%

0GG1-Ser326
59,5%

OGG1-Cys326
4.8%

Tabela 4 e Gréfico 2: Distribuicdo do polimorfisiBer326Cys nas amostras de NSCLC. A propor¢éo
de individuos carregando a variante 326Cys foi%0,5

Tabela 5: Distribuicdo do polimorfismo entre indivi duos sadios

Gendtipo Frequéncia Porcentagem
OGG1-Ser326 21 69,00%
OGG1-Cys326 2 6,90%
Heterozigotos 7 24,10%
Total 30 100,00%

Tabela 5: Distribuigdo do polimorfismo entre indiwds sadios

Uma observacao interessante foi a presenca deolimogfismo intronico,
IVS4-15C>G (rs2072668), segregando juntamente aB 8052133, responsavel

pela variagdo Ser326Cys, em todas as amostras,gamntasos quanto controles.
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N&o foi encontrada associacao significativa eatmolimorfismo Ser326Cys
com o cancer de pulméo. A interagdo deste polisradicom o tabagismo, levando a

um pior prognéstico também ndo se mostrou sigriviaa

4.3. Genotipagem do geneGFR:

A delecdo nos codons 746-750 € uma mutacdo eadanitom bastante
frequéncia em cancer de pulméo e, por este mdovdada mais énfase nas analises
do exon 19. Os resultados da anélise de fragmemasaram a mutagdo 746_750del
em trés pacientes (7,1%). Nao foram detectadamsalteracdes neste exon. Os
exons 18 e 21 ndo apresentaram alteracdoes nasrasnasalisadas. O polimorfismo
G2538A (rs1050171) foi encontrado no exon 20 em da%amostras sequenciadas.
Este SNP estéd presente no codon 787, porém naclevadanca de aminoacidos
(Q787Q). Nao foram encontradas alteracbes nos ef8ne 21 nas amostras
analisadas.

N&o foram encontradas associagfes significativéie @s polimorfismos e

mutac¢des com historico de tabagismo e progndstico.

4.4. Analise de Ancestralidade:

O componente ancestral de cada individuo foi tadicuatravés da tipagem
por indels e andlise dos resultados no programa&i@apper v.4.0 e Structure v.2.1.
Ciguenta amostras provenientes do HGPD-CERHmMan Genome Diverstity Cell

Line Panel - http://www.ceph.frfHGPD-CEPH-pangl/ Cann et al, 2002),

representativas da regido sudeste do Brasil, f@eetionadas como controles, para
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gue pudesse ser feita uma comparagdo com a atdeskeados pacientes (Caanal,
2002). A proporcao dos componentes Europeu, Afdcaimerindio nos pacientes
foi, respectivamente, 0.8419 + 0.02575 (mean + 8H)153 + 0.02117 e 0.04273 +
0.01053. A propor¢cao, no grupo controle foi, na mmerdem, 0.9162 + 0.01811,
0.04508 + 0.009953 e 0.03866 + 0.01013. Foi enadatdiferenca estatistica entre os
casos e controles, nos componentes europeu (p426,p < 0,05) e africano (p =
0,0026) (Gréfico 3). As andlises entre os polinsonfh)s e 0s componentes ancestrais

ndo detectaram associacao significativa entre réévess.
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Grafico 3: Andlises da ancestralidade entre casosn&oles. Foi verificada um maior componente
Africano nas amostras de NSCLC que nos controf@esentativos da popula¢do do sudeste brasileiro
(p=0,0026; p < 0,05)
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4.5. Imunohistoquimica de WWOX

A expressdo da proteina Wwox foi investigada emagtstras. Nao foi
possivel a andlise de todos os fragmentos, paimslgcidos ndo se encontravam em
um bom estado de conservagédo, mesmo acondiciorad&NAlater, e 0os cortes néo
foram satisfatérios.

O Wwox € uma proteina citoplasmatica e a avaliggéesultado das reacdes
imunohistoquimicas se baseou na intensidade daag@oc Das 19 amostras
analisadas, 11 (58%) apresentaram pouca ou nenbypnassdo (0 a 25%). Em 4
amostras (21%) a expressao variou entre 25% a 3D&mostras (10,5%) obtiveram
uma expresséo de 50% a 75% e em 2 amostras a sB@nesiou de 75% a 100%
(Tabela 6 e Figura 6). Das amostras com pouca pbumea expressao, 55% eram
adenocarcinomas e 27%, carcinoma escamo-celul@restre as amostras que
variaram entre nenhuma e 50% de expressao, 84,686emparam um prognostico

ruim da doenca.

Tabela 6 - Imunohistoquimica para deteccao de
WWOX em NSCLC

Proteina WWOX No. amostras
0-25% 11 (58%)
25% -50% 4 (21%)

50% - 75% 2 (10.5%)
75% - 10% 2 (10.5%)

Total 19 (100%)
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Figura 6 — Diferentes padrbes de expressdao de WWOX células tumorais de pulmédo. A:
Adenocarcinoma bronquiolo-alveolar, sem expresgdVeVOX. B: Carcinoma escamo-celular, alta
expressdo de WWOX
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5. Discussao

O Hospital Julia Kubitscheck é ligado a rede SléSatkndimento e atende a
populacdo classe média a baixa de vérias regideSsthdo de Minas Gerais. O
Centro de Cirurgia Torécica € considerado umaé&afga no estado, e recebe varios
casos de cancer de pulméo todos os meses. O ndmgracientes elegiveis para a
cirurgia, no entanto, € muito pequeno, se compasmimimero de casos que 0O
hospital recebe. Isso ocorre porque a maioria daseptes, por hdo possuirem o
habito de fazer exames de check-up regulares, snuiizes dao entrada no hospital
com um quadro avangado e inoperavel de cancerdmuiagnosticados com cancer
de pequenas células que, na maioria das vezespos®ni indicacdo cirurgica. O
hospital realizou, durante o peridodo de estud@ omédia de cem cirurgias de cancer
de pulmao de células ndo pequenas. Destas, cirgferam coletadas para analise,
mas o numero de casos confirmados e aptos patadodei quarenta e dois.

O estudo apresentou fatores complicadores. Alguamasstras nédo foram
coletadas por problemas na comunicagdo com a equipgica do hospital, ou ndo
puderam ser utilizadas por terem sido armazenaglasatheira inadequada dentro do
bloco. As cirurgias séo feitas a partir de uma teipé diagndstica, através de analise
de exames prévios, e o resultado anatomo-patol@gmmnfirmado apds a operacao.
Por este motivo, trés pacientes tiveram o diagodste cancer de pulméo descartado
e foram excluidos do estudo. Apos a extracdo das@as, a qualidade do DNA de
duas pecas nédo foi satisfatéria. A extracdo foetidp varias vezes, sem sucesso.
Provavelmente a quantidade de tecido necrosadegaimpossibilitou a recuperacao
de uma quantidade suficiente de DNA. A evolucaomhasentes foi monitorada pela

pesquisa nos prontuarios médicos e pela avaliagiocadla um nos retornos
35



agendados. Os pacientes que nao retornavam aotdhos@m contactados para
obtencdo de informacgBes sobre seu estado de skn@depacientes ndo puderam ser
contactados e tiveram que ser excluidos das amalidessa forma, o numero de
amostras analisadas ficou abaixo do que era espénad00) no inicio do projeto;
em contrapartida, os casos foram selecionadosoggaorente e representam o perfil
fidedigno dos pacientes portadores de NSCLC operade Hospital Jualia
Kubitscheck. Portanto, torna-se interessante camaat tanto o comportamento
genotipico quanto os habitos de vida destes ingdgdprincipalmente por ndo haver
estudos suficientes sobre esse assunto nesta gapula

A porcentagem de pacientes do sexo masculino foomque a do sexo
feminino nas amostras estudadas. Isso condiz cotladss do Instituto Nacional do
Cancer, que aponta uma taxa maior de casos deracmpelmdo em homens (14,47
casos em 100.000) que em mulheres (8,26 casos @Mf00) no estado de Minas
Gerais.

O tabagismo foi observado em 71,4% dos casososén@% classificados
como tabagistas ativos e 23,8%, como ex-tabagidasos estudos apontam o
tabagismo como o principal fator de risco ambieptala 0 aumento no nimero de
danos oxidativos no DNA e desenvolvimento do camempulmao (Asamet al,
1997; Paz-Elizuret al, 2003; Matsucet al, 2007; Cornfieldet al, 2009). Estudos
apontam a frequéncia do uso do cigarro como unr fdéo risco maior que a
guantidade de macos fumados durante a vida (Etetd, 2000). A alta taxa de
pacientes com histérico de tabagismo pode justifi@agrande frequéncia de
carcinoma escamo-celulares, mais associados aoai@i@ohno et al, 2006) que
outros tipos de céancer. Adenocarcinomas nao posfoenassociagdo com cigarro

(Kohno et al, 2006), mas a frequéncia deste tipo histologiametiada neste estudo
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em pacientes fumantes pode ser justificada pelo €&, atualmente, cigarros
comerciais serem fabricados com filtros que pemmitapenas a passagem de
pequenas particulas que séo inaladas mais profemieane se acumulam em vias
aéreas mais estreitas, contribuindo para o desemaito de adenocarcinomas
(Djordjevicet al, 2000).

A idade apresentou-se como uma variavel asso@adprogndstico neste
estudo. Os pacientes de idade avancada apresentararpior evolugéo clinica que
pacientes mais jovens. A idade avancada consgituwi,si sO, um fator de risco no
desenvolvimento do cancer, e doencas associadasvathecimento e uma menor
resisténcia imunoldgica podem contribuir para umr girognéstico em pacientes
idosos com cancer.

As analises de WWOX demonstraram que, das 19 ssoabhalisadas, 79%
possuiam uma expressao ausente ou reduzida (0 Jada0ptoteina. Estes resultados
sédo similares aos obtidos por Donrettial (Donati et al, 2007), que encontrou uma
expressdo de WWOX reduzida em 80,5% dos pacieiesetanto, seu estudo
encontrou uma redugdo mais expressiva em carcirgsta@mo-celulares, enquanto
gue, em nosso estudo, 55% das amostras com pounanbwma expressao eram
adenocarcinomas. Os carcinomas escamo-celulargsreentderam apenas 27% das
amostras com expressao diminuida. Dentre as arsagteavariaram entre nenhuma e
50% de expressdo, 84,6% apresentaram um progndsiiito da doenca. A alta
frequéncia de alteracdes evdWOX e sua relagdo com um progndstico ruim em
nossas amostras sugerem que este gene possui Lwrtainig papel no risco de
desenvolvimento de cancer de pulméo.

A genotipagem dos exons 18-21E@FR foi feita apenas nos pacientes com

cancer de pulmao. O objetivo deste estudo foi i@mtac caracteristicas clinicas com o
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comportamento dEGFRentre os individuos com NSCLC. Além disso, o0 DNA do
controles foi extraido a partir de sangue peritérie, diferentemente dO@GG]
mutagbes enEGFR podem ser adquiridas e encontradas apenas no tef@thdo.
Estudos anteriores que avaliaram os achados dieitcopacientes com NSCLC com
mutagfes entGFRtambém nédo utilizaram controles em suas analisesréylet al,
2006; Yoshidaet al, 2009).

O estudo detectou uma frequéncia de 7,1% da delgsicodons 756-750
(756_750del), no exon 19, nos individuos com NSCARQdelecdo encontrada no
exon 19 codifica o motivo LREA (leucina-argininasglmato-alanina) no dominio
TK de EGFR. Esta mutacdo estd associada a uma mrebmosta nos tratamentos
com inibidores TK, como Erlotinib e Gefitinib (Irmet al, 2007; Rielyet al, 2006;
Han et al, 2006). Dessa forma, pode-se inferir que o tratdmeom estes farmacos
seria vantajoso para os pacientes que possuiramtac@io. Nado foram observadas
outras mutacdes nos exons que codificam o domirdsirta quinase do receptor.
Estes resultados contrariam estudos prévios, aquifidaram uma alta frequéncia de
mutagcbes enEGFRem NSCLC (Irmer teal, 2007; Rielyet al, 2006; Matsucet al,
2007), mesmo nagqueles em que foi analisado um peqnémero de amostras
(Murray et al, 2006; Haret al, 2006; Kondcet al, 2005). Os individuos que possuiam
a delecdo ndo possuiam historico de tabagismo,eocqudiz com outros estudos
prévios que relatam uma maior frequéncia de musaedeEGFR em pacientes ndo
fumantes (Murraet al, 2006; Kondcet al, 2005). O aumento na expressédo de EGFR
€ encontrado em 40% a 80% dos casos de cancemdagfEttinger, 2006; Kondet
al, 2005). Mutagbes efBGFR s&o mais associadas ao sexo feminino e ocorrem com
maior frequéncia em adenocarcinomas (Mureayal 2006; Ahmedet al, 2006;

Matsuoet al, 2007; Kondoet al, 2005), o que pode explicar 0 pequeno numero de
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alteracdes encontradas em nosso estudo, ja quendegmaioria dos casos pertenceu
ao sexo masculino e o carcinoma escamo-celularofdipo histolégico mais
prevalente. Foi observada uma alta frequéncia (/GNP rs1050171 (Q787Q), no
exon 20, entre os pacientes. Trata-se de um SN&hisin, e ndo ha estudos
correlacionando esse polimorfismo a cancer de pulma

N&o foi identificada uma associacdo significativaire a mutacdo e as
variaveis sexo, tabagismo, tipo histolégico e pasgico. Murrayet al (Murray et al,
2006) realizaram um estudo similar, no qual obsamnaanutacdes elBGFRem 15%
das 60 amostras analisadas e também ndo encontranaiacdes significativas entre
as alteracdes e os achados clinicos. Assim contidoitido no trabalho de Murray
0 pequeno numero de amostras em nosso estudo sdpermitiu uma afirmacéo
precisa, mas os resultados obtidos sugerem o patrdoomportamento do gene
EGFR na populacédo estudada. Além disso, o presentelticaldaimportante por
representar um ponto de partida em estudos deiasdoadeEGFR e caracteristicas
clinicas nesta populacéo.

Foi encontrada uma frequéncia de 40,5% da vari@@&1326Cys nas
amostras estudadas, enquanto os controles apmesentaa frequéncia de 31% desta
mesma variante. O polimorfismo intrénico IVS4-15CX&2072668) segregou
juntamente ao SNP rs1052133, responsavel pelacéari8er326Cys, em todas as
amostras, tanto em casos quanto controles. Esté@dd segregagcédo néo havia sido
descrito em estudos anteriores, e ndo ha relatesciando este polimorfismo
intrénico a alteracdes na funcdo de OGGL1 e ao deaincer de pulmao.

Andlises entre casos e controles ndo detectaramasswiacdo significativa
entre polimorfismo e cancer de pulm&o. Ndo houwgbém, nos casos, associacdo

entre a variante e o tabagismo influenciando urmemo progndstico. No entanto, da
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mesma forma como foi discutido anteriormente, o eénonde amostras analisadas
apenas sugere esta relacdo do ge@&1 com os achados clinicos dos individuos
estudados.

Estudos prévios sobre OGG1 associam a habilidadeeplro reduzida da
proteina com um aumento no risco de cancer de puliRaz-Elizuret al, 2003;
Yamaneet al 2004). Vérios estudos passaram, entdo, a discutir a imdlaédo
polimorfismo Ser326Cys no desenvolvimento do cameepulméo. Yamanet al.
(Yamaneet al, 2004) realizaram um ensaio experimental em c&lblamanas de
pulmé&o H1299 e verificaram uma menor supressaoudagdes induzidas por BOHG
em células OGG1-Cys326 que em células OGG1-Serdefejuindo que a variante
Cys326 constitui um fator de risco para o cancepulmao. Outros estudos sobre a
atividade de OGGL1 na presenca das duas variantetugam que a diminui¢do do
reparo € um fator de risco para o desenvolvimeatdaknca (Yamanet al, 2004;
Bravardet al, 2009). Paz-Elizuet al. (Paz-Elizuret al, 2003) também sugerem que o
uso do cigarro por individuos que possuem a vaxidd6Cys aumentaria o risco de
desenvolvimento de cancer de pulméo. Koénal (Kohnoet al 2006) encontraram
uma associagao entre o polimorfismo Ser326Cys eoeéncia de adenocarcinoma
de pulmdo na populagcdo japonesa. Zienolddehyal (Zienolddiny et al, 2006)
genotiparam 40 SNPs em genes relacionados a viaspdeo e encontraram uma
forte associacdo do SNP Ser326Cys e NSCLC. Vanbhoo estudos associam a
variante Cys326 a uma menor habilidade de repa@@e€1 e, consequentemente, a
um aumento no risco de cancer de pulmao (De Rusthl 2007; Sugimurat al,
1999; Hunget al, 2008).

Outros estudos, entretanto, descartam a assodagadaimorfismo enDGG1

com o cancer de pulméo. Vogalal (Vogelet al 2004) observaram a ocorréncia do
40



polimorfismo em pacientes com cancer de pulmdo em estudo populacional
realizado na Dinamarca e nao detectaram associs@gaficativa entre o
polimorfismo emOGGJ, bem como em outros genes relacionados ao repadiNé.
Hunget al (Hunget al, 2005) avaliaram a frequéncia de polimorfismosgemes do
sistema BER em individuos caucasianos com canceuld&o e concluiram que nao
h& uma associacdo entre as variaveis, apesar ddes@artarem a possibilidade do
polimorfismo Ser326Cys possuir um pequeno papelesznvolvimento da doenca.
Li et al. (Li et al, 2008), através de um estudo retrospectivo deosutabalhos,
chamam a atencdo para o fato de que a etnia ddagépudeve ser levada em
consideracdo nos estudos de associacao. Esta tafanpade explicar os inUmeros
resultados controversos a respeito da influéncigpaonorfismo emOGG1 como
fator de risco para o cancer de pulméo, como asladbpor Hung e colaboradores
(Hunget al, 2008), que encontraram associacao entre 0 SNR2@&Eeys e NSCLC em
populagcbes caucasianas, mas ndo em asiaticos.ghéfreia do polimorfismo em
asiaticos (~42%) é maior que em Caucasianos (~2RBeayardet al, 2009; Kohncet
al, 2006) e, por isso, a influéncia deste polimorbspode diferir entre as duas
populacdes. A frequéncia do SNP encontrada em nestsolo (40,5% em casos e
31% nos controles) assemelha-se a frequéncia eadanem populagcdes mistas
(~38%) (Changet al, 2009). As populacdes mistas, como a brasilemasygem uma
analise ainda mais complexa, pois sao formadasdp@rsas etnias. Estudos de
ancestralidade realizados no Brasil (Pe&taal 2009) identificaram uma grande
contribuicdo européia, porém cada individuo possus propria propor¢cdo de
ancestralidades Caucasiana, Amerindia e Africaness® forma, a populacdo

brasileira deve ser analisada individualmente,ceco@no grupo.
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N&o existem muitos estudos relatando a frequédoigpolimorfismo em
OGG], bem como as mutacbes eBGFR em populagbes mistas. A populacao
brasileira possui uma grande contribuicdo caucasiBenaet al, 2009), mas nosso
estudo encontrou um maior componente africano @strgacientes que os controles
de ancestralidade. Esse resultado pode explicaixa frequéncia de mutacdes em
EGFR mais comuns em populagfes asidticas e menosefrexguentre caucasianos
(Irmeret al, 2007). Além disso, os dados obtidos podem sugerar baixa frequéncia
de mutacOes elBGFR e uma maior frequéncia do polimorfisf@isG1Ser326Cys,
associadas ao componente africano, para a quaétamio existem estudos, apenas
alguns realizados em populacdes afro-americanaan@f®t al 2009; Leidneret al,

2009). Por este motivo, mais estudos nessa amanese necessarios.
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6. Conclusao

O presente estudo identificou a presenca do pdisnw OGG1 Ser326Cys
em 40,5% dos pacientes e em 31% dos controles. Aliéso, o polimorfismo
rs2072668 segregou junto com a variante 326Cysasnsce controles. A mutacéo
746_750del enEGFRfoi encontrada em 7,1% dos pacientes. Foi obsaruath alta
frequéncia do SNP rs1050171 entre os pacientes, mdasha relatos de uma
associacdo deste polimorfismo com cancer de pulidao.foram detectadas outras
mutacBes no dominio TK de EGFR. A expresséo de Wagtk reduzida em 79% das
amostras analisadas. Os estudos de ancestraliedaelaram um maior componente
africano nos casos que nos controles represergatisopopulacdo brasileira. Nao
foram identificadas associacdes entre as vari@gtigladas e o componente ancestral
com o cancer de pulméo e progndstico, porém o ralpegueno de amostras pode
justificar a falta de associacdo significativa. ikgsndo é possivel considerar 0s
resultados obtidos como representantes fidedigaopoghulagéo brasileira, mas as
amostras estudadas representam a parcela da populageira atendida pelo hospital
onde foram coletadas. Dessa forma, este estudatpetracar o perfil dos pacientes
portadores de cancer de pulmdo de células nao-pasjudo Hospital Julia

Kubitscheck.
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8. Anexos

Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Titulo do Estudo: Farmacogenética e Farmacogendmica de Doencas Pualrasn
(CID10-C34)

2. Pesquisador Principal: Juliana Garcia Carneiro, bidloga, mestre em Gemétic
doutoranda em Farmacologia Bioquimica e MolecutaFdculdade de Medicina da
UFMG. Tel: 3409-9135.

3. Objetivos do estudo: Avaliar a existéncia de polimorfismos genéticos em
pacientes portadores de doencas pulmonares pai@aringma terapéutica mais
especifica e adequada a cada paciente, minimizendteitos colaterais dos farmacos

e possibilitando uma possivel melhora na qualidedeida e sobrevida.

4. Procedimentos:O paciente sera solicitado a coletar sangue piedf@ara analise
de DNA. Serédo feitas também coletas de amostrduacicaso sejam necessarios
procedimentos de broncoscopia e/ou cirurgia a ‘a®erto”, indicados previamente
para propedéutica e/ou terapéutica da doenca, peddicos assistentes. As coletas
serdo gratuitas. Os dados do paciente serdo mamtdaigilo.

5. Possiveis riscos e desconfortos associados @odes Os riscos sao inerentes aos
procedimentos de broncoscopia e/ou cirlrgicos aass paciente esta sujeito em
funcdo das indicagcbes clinicas Em relacdo a caletasangue periférico, podem
ocorrer dolorimentos, hematomas, e/ou sangramembofocal onde sera feita a

puncédo. Estes sintomas sdo passageiros e ndo ¢oatpro a saude do paciente.
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6. Beneficios em participar do estudoAs informacdes obtidas por meio deste
estudo serdo importantes para auxiliar no tratamespecifico e na melhoria da

gualidade de vida e sobrevida do paciente portdelailoenca pulmonar.

7. Direito de Recusa:A participacdo neste estudo € completamente voiant@
paciente tem todo o direito de se recusar a faame pleste estudo. Isto ndo acarretara

gualquer prejuizo em seu atendimento médico.

8. Declaracdo de Consentimento:
Eu, ap6s compreender estas informacfes sobre asesxgue serdo realizados,

concordo em participar deste estudo.

Nome do participante ou representante legal (emra tkt forma)

Assinatura do participante ou representagall Data

Assinatura do pesgda Data
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Anexo 2

Ser326Cys polymorphism in OGG1 and associations Wit clinicopathological
features in non-small cell lung cancer Brazilian paents
J.G. Carneiro®*, F.A. Bianchi-LeidenZ, R. Melilo-Carolino? M.A.C. Bicalho®®,

A. Vilhena®, N. Amaral®, L. Bastos-Rodrigue&, L.A DeMarco®

& Department of Molecular and Biochemical PharmaggloFederal University of
Minas Gerais, Minas Gerais, Brazil
P Center of Thoracic Surgery, Hospital Julia Kubiteck, Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brazil

*Corresponding author. Tel.: +55 31 3409-9134.

E-mail addressjgarciacarneiro@yahoo.com.br

Contact address: Avenida Professor Alfredo Baler®), Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brazil. CEP: 30130-100
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Summary  Base excision repair (BER) is the primary mechanfsmrepairing
small base lesions in DNA resulting from oxidatand alkylation damage, associated
to lung cancer development. The genetic polymorptier326Cys on OGG1 protein
has been considered for several research groumseaisnportant candidate factor for
lung cancer risk, since it has been related todaced DNA repair ability, however
there are not many studies about this polymorphisnBrazilian population. We
sequenced all 7 exons of OGG1 gene from 42 BraziN&CLC patients and 30
controls. Ser326Cys polymorphism was found in 40&6&bpatients and 31% on
controls. The intronic polymorphism [VS4-15C>G (@©32668) was found
segregating with SNP rs1052133 (Ser326Cys) in casek controls. In ancestry
analysis, case samples had a higher African cormpdghan control group (0.1153 +
0.02117 and 0.04508 £ 0.009953, respectively; p0925; p < 0.05). We found no
significant association between the genetic polyhism and clinicopathological
data. Although further studies are needed, witarger number of samples, with our
findings it was possible to characterize the chhiand molecular aspects of NSCLC

Brazilian patients.

KEYWORDS: Non-small cell lung cancer, BER pathway, OGG1-Se€3%

polymorphism, Ethnicity
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1.Introduction

Lung cancer is the main cause of cancer-relatethslemorldwide. Its high
incidence and poor prognosis makes it a concerma@aith problem [1, 2]. In Brazil,
according to INCA (National Institute of Cancer) madahan 27,000 new cases were
reported in 2008. One of the most exogenous catagsing factors are tobacco
products. 80% to 90% of lung cancer patients smaksociation between smoking
and lung cancer has been established for sevevabgrall over the world [3-5].
Retrospective studies on men and women show associbetween cigarette
smoking and lung cancer. Smoking is associated fwitimation of oxidative lesions
that generate point mutations on DNA [1, 6, 7].

Each cell of the human body is constantly attackgdendogenous and
exogenous factors that cause a large number oftionga Reactive oxygen species
(ROS) are byproducts of oxygen metabolism that,dbect oxidative attack to
cellular components like proteins, lipids and nigckcids, cause cellular damage [6,
8, 9]. 8-oxoguanine (7,8-dihydro-8-oxoguanine; &-@Xua) is a mutagenic lesion
formed spontaneously on DNA or due to exogenousrfadike ionizing radiation,
chemical pollutants, heavy metals, food and baxteli induces a GC-to-TA
transversion point mutations and it is believed play a key role on cancer
development [8, 10].

Unrepaired oxidative damage can induce point nmaiatito DNA, related to
several diseases [6, 8, 10]. According to Mellon &mnawalt [11] , damages do
DNA are responsible for 80% to 90% of all cance8k [Therefore, human body

counts on defense mechanisms to prevent damagdl#o Repair systems have the
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ability to remove DNA lesions and, therefore, reglimcutation frequency of cancer-
related genes [6, 8, 10]. Base excision repair (BERhe primary mechanism for
repairing small base lesions in DNA resulting fromidation and alkylation damage
[12, 13]. 8-0x0-Gua is removed from DNA through #leort-patch BER pathway,
initiated by 8-oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGG8) 10]. OGG1 gene has 7

exons and encodes OGG1, a 345 amino acids prottirDMNA glycosylase and AP

lyase activities that removes 8-oxo-Gua from dowtended DNA [2].

Studies have investigated whether reduced DNA repa contribution factor
for cancer formation and prognosis. It has beewipusly shown that low OGG1
activity is associated with lung cancer and tobasgmke can increase the risk of
development of the disease [1]. A non-synonymousietie polymorphism
(rs1052133) leads a change at codon 326 (Ser326&2y$)GG1 protein, and has
been considered for several research groups asnmoetant candidate factor for lung
cancer risk, since it has been related to a redDd®A repair ability. Previous studies
indicated that OGG1-326Cys variant exhibits a 2-6téold lower ability to excise 8-
oxo-Gua from DNA [2, 8, 12]. Moreover, homozygofesthe OGG1- 326Cys allele
have a lower DNA repair capacity compared to hetggotes and OGG1-Ser326
allele [2].

Frequency of OGG1-Cys326 allele varies among pdipuls, ranging from
20% to 40% in Caucasians to 40% to 60% in Asiand??. Brazilian population is
formed by a combination of different ethnicities4[land there are no studies
correlating the polymorphism to ethnical compositio this country.

In the present study we established the profila gfoup of NCSLC Brazilian
patients by observing the frequency of OGG1-Ser§26@olymorphism and its

correlation to clinical aspects such as smokingustahistological type and disease
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prognosis. Ancestry component was calculated foh eadividual to determine the

distribution of the OGG1-326Cys allele through aéthies.

57



2. Materials and Methods

2.1. Study Subjects

Fifty patients from the Thoracic Section of Hospitdlia Kubitscheck, Brazil,
diagnosed with primary NSCLC, were selected forgshely. They were eligible for
surgery and had no previous history of chemotheaapgadiotherapy treatment. After
patients signed the consent form, samples wereatel at time of surgery and stored
at -8C0°C. Collects were performed during July/2006 to [R099.

In the control group, thirty healthy individuals reeselected so we could
compare Ser326Cys polymorphism frequency amongleesph and without lung
cancer. Blood samples were collected and DNA aralysere performed together
with patients DNA. Cases and controls were matdbedge, sex and smoking status.
The project had the approval of th¢hical Research Committee of UFMG (ETIC
473/05).

Information about histological type and smokingtissawere obtained from
patients interview and medical files analyses. dpési follow-up was done through
clinical exams at each scheduled appointment a@utiir medical files, in case of
death.

Patients who reported tobacco use until time ofmistic were classified as
smokers; former smokers comprised those who repddbacco use but cessation
happened before time of diagnostic; patient whoeneeported any tobacco use

during their lives were classified as non-smokers.
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Patients who presented good clinical conditiongrafiurgery and during
appointments, with no symptoms or metastasis wersidered as having a good
prognosis; those who presented symptoms, metastadior died within one year and

a half after surgery from disease complicationsewatassified on the bad prognosis

group.

2.2. Genotyping

DNA from tissue samples was extracted according@ faroteinase K-based
protocol. Briefly, samples were macerated and plame a 1,5ul tube with a 200ul
solution of lysis buffer (50mM Tris HCI pH 8.0; 10EDTA pH 8.0; 0,5% SDS,
QSP HO) and proteinase K (20mg/ml). Tubes were kept atembath at 65°C for an
hour. After, another volume of lysis buffer was add&aind samples were left at room
temperature for 15 more minutes. Later, tubes wergrifuged at 11,000 x g for 20
minutes. Supernatant was kept and added to it@nes of ethanol 100% and 10% of
supernatant volume of cold NaAC 3M, pH 8,2. Samplese gentle mixed until
DNA mass could be visualized. The pellet was washigid ethanol 70% and eluted
in 200ul of TE (10mM Tris-HCI; 1mM EDTA pH 7,0-8,0)

DNA from blood samples was extracted using theofalhg protocol: blood
samples were placed on a 50ml Falcon tube and umelof TKM1 (10 mM Tris-
HCL pH 7.6, 10 mM KCL, 10 mM MgG] 2 mM EDTA) and Triton-100 (>20ml of
blood= 0.5ml of Triton-100; 20ml of blood = 0.4mf riton-100; <15ml of blood =
0.3ml of Triton-100) was added to it. Samples wben centrifuged at 2500 x g for
15 minutes. The pellet was kept and washed with stime volume of TKM1.

Samples were mixed and centrifuged at 1600 x gl@minutes. Supernatant was
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once again dismissed and pellet was ressuspendéM®2 (10 mM Tris-HCI pH
7.6, 10 mM KCI, 10 mM MgGl 0.4M NaCl, 2 mM EDTA). Volume of TKM2 also
depends on blood initial volume (>20ml of blood ml4f TKM2; 15ml of blood =
2.4ml of TKM2; 10ml of blood = 1.6ml of TKM2). 10%DS was added (>20ml of
blood = 250ul of SDS; 15ml of blood = 150ul of SDE)mI of blood = 100ul of
SDS), samples were mixed and incubated on watardidi5°C for 10 to 20 minutes.
After incubation, 6M NaCl was added (>20ml of bloedL,5ml of NaCl; <15ml of
blood = 0.9ml of NaCl) and tubes were centrifuged%500 x g for 15 minutes. The
supernatant was then transferred to a new Falcba twntaining 4ml of 100%
Ethanol and mixed gently, untii DNA mass could bsusglized. DNA mass was
washed on 70% Ethanol and left on a clean tube dinéis. DNA was ressuspended
on 500ul of TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0jjcubated at 55°C for 2
days and stored at 4°C.

A set of primers covering the 7 exons of OGG1 wesighed using Primer3
program. Base sequences of all primers are:0GG1.1
S’ CCTCGGATTGGCTACCTCTAZ,, S’CGTGCTTGTTTCCTCTTTTG3'OGG1.2

STTTGTAGAGGTGAGGTTTCGS, S5TTTGGGTCTGTTTTGTTC3’; OGG1.3

S’ AATGAGAGGTCTGGTGTTGC3, S'TTCTGGATAGGGGAAGTGTT3I;
0GG1.4 S’AACTTGAAGATGCCTGATGCZ ,
S'CTCATTTCCTGCTCTCCTCT3; OGG1.5
5'CCAGAGTGAAGGAGAAAGCAST, S'TGTGACCCATCAACAGAAGTST,

OGG1l.6 55GGTCACAGAAGGGGTCAGAT3, 5GTGTAGGAGGGTGGAGTC3;
OGG1.75°CAGACTCCACCCTCCTACAGS, 5CTTCCCTACCACTCCTCACT3..
For PCR reactions 125ng/ul of each DNA was mixe®.&ul of 10X IIB

Buffer (40mM NacCl; 10mM Tris HCl pH=8.4; 0.1% TritoX-100; 1.5mM MgC)),
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2.5ul of 0.2mM dNTP, 0.5ul of each primer at 1Opfuboland 0,25ul of Taq
polymerase 0,625U. Samples were placed on a EpgdeMistercycler gradient
thermoclycler at 94°C for 3 minutes and then 33es/of 94°C for 30 seconds, 55°C
for 30 seconds and 72°C for 30 seconds and a é&xt@nsion time at 72°C for 5
minutes. PCR products were purified using llluge&X PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) following manufacer'sprotocol and visualized on
a silver-stained 6,5% poliacrilamide gel.

Sequences were obtained on ABI 3130 Genetic Analykecapillaries
(Applied Biosystems) and analyzed using ABI Sequenénalysis and Sequencher

v. 4.9 programs.

2.3. Ancestry Analysis

All samples were submitted to an analysis of biggaphical genomic
ancestry. Each sample was independently typed fOr Wiallelic short
insertion/deletion polymorphisms (indels) as ddmaxdi previously [15]. Amplicons
were then sized using a ABI3130 sequencer (Apiiedystems) and analyzed using

GeneMapper Software Version 4.0 program (ApplieasBstems).

2.4. Statistical Analysis

Results obtained were submitted to univariate aotfivariate analysis using

SPSS 13.0 software. As population clustering allgoriit was applied the Structure

program version 2.1 available http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.htrithis

software uses multilocal genotypes to allocate stnggroportions of individuals to
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different clusters (populations). The individuate grouped (probabilistically) on the

basis of their genotypes.
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3. Results

3.1. Subjects features

Fifty NSCLC tissue samples were collected at Thor&urgery Center at
Hospital Julia Kubitscheck, Minas Gerais, BrazibsRsurgical exams didn’t confirm
any malignancy in three samples; in two others D&Mraction was inefficient,
probably due to the great amount of necrotic tissnesamples, and three more
patients couldn’t be contacted after surgery, s@ai$ not possible to determine their
clinical evolution. Therefore, eight samples hath¢cexcluded from the study. A total
of forty-two samples were submitted to experimeatalyses; 66.7% were males and
33.% were females, with a mean age of 59.4 ye&r2% had history of tabagism, of
which 52.4% were smokers and 23.8% were class#tetbrmer smokers. The other
23.8% were non-smokers. Control group consistethiofy individuals, with ages
between 55 — 87 years (mean age - 71.8 yearspoA8e3e smokers and 56.6%, non-
smokers. All clinical data are represented on Table

45.2% of NSCLC were classified as squamous celtimama; 26.2%
consisted of adenocarcinoma and 28.5% were cledsds others. Samples were
classified as staging 1B (45.2%), 1IB (23.8%), IllA4.3%), 1lIB (9.5%) and IV
(2.4%). Two samples had no records about stagirth veere classified as non-
referents (NR).

Clinical evolution was also followed during the iemtperiod of study. 59.5%
of patients presented a bad prognosis with caneeurrence, metastasis and

confirmed death until one year and a half aftegsty. 33.3% had a good prognostic,
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presenting satisfactory clinical conditions at htapappointments and absence of
metastasis. Three patients died of non-relatedasiiseauses and were classified as

NR (Table 1).

3.2. OGG1 mutations and clinicopathological correlaons

Ser326Cys polymorphism is encoded ©&G1 exon 7; however, all exons
were sequenced in order to visualize possible nomstin other regions of the gene.
Seventeen patients had the OGG1-32Cys variant 4)0.8ompared to 31% on
control group. OGG1-Ser326 variant was found orpatents (59.5%) and 69% of
controls (Table 2). An intronic polymorphism IVS&Q>G (rs2072668) was found
segregating with SNP rs1052133 (Ser326Cys) inaafides, cases and controls.

All samples were submitted do univariate and matiate analyses to assess
the correlation among clinical and pathologicaltdes, such as age, sex, smoking,
histological type, staging and prognosis with pneseof polymorphism. Statistical
analyses showed no significant differences amonglynpmphism and

clincopathological features, as patient numbereserall.

3.3. Ancestry Analysis

Ancestry component of each individual was estabtistthrough indels
genotyping and analysis of results using GeneMappé!0 and Structure v.2.1
programs. Fifty samples, already testes in previansestry studies representing
Brazilian population, were used as controls for aualysis. Proportion of European,

African and Amerindian components in patients warehis order, 0.8419 + 0.02575
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(mean = SE), 0.1153 + 0.02117 and 0.04273 £ 0.01bb8ontrol group proportion
were 0.9162 + 0.01811, 0.04508 + 0.009953 e 0.03868.01013. There was
statistical difference among cases and controlsemmg European (p = 0.0426; p <
0.05) and African components (p = 0.0026) (Figure Analyses between
polymorphism and ancestry did not reach statissicaificance, probably due to the

small number of samples.
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4. Discussion

In this study, we report a molecular analysis of &G Ser326Cys
polymorphism from 42 NSCLC samples and its corr@hat with patient
clinicopathological features. A frequency of 40.85%the 326Cys variant was found
among cases while controls had a 31% frequenchefsame variant. The intronic
polymorphism IVS4-15C>G (rs2072668) was found sgatiag with SNP rs1052133
(Ser326Cys) in cases and controls. However, tleer® iprevious evidences showing
any relationship between those two SNPs.

Previous studies associate a reduced repair alofitpGG1 protein to an
increasing risk of lung cancer [1], and there arnynresearch groups focusing on
determine the role of Ser326Cys polymorphism orglaancer development, with
contradictory conclusions. Yamamane et al [16] qrenbd an experimental assay in
H1299 human lung cell lines and detected less repaility of 80OHG-induced
mutations in OGG1-Cys326 cells than OGG1-Ser32B,celiggesting that Cys326
variant may be a risk factor for lung cancer depeient. Paz-Elizur et al [1] also
suggest that cigarette smoking associated to Cys@2@nt would increase lung
cancer risk. Kohno et al [2] found an associatietwleen Ser326Cys polymorphism
and lung adenocarcinoma in a japanese study. Qthdies, however, exclude the
hypothesis that this polymorphism plays a roleuingl cancer development. Vogel et
al [17] observed the frequency of OGGL1 variants rgnDanish patients with lung
cancer and did not find any significant correlatwith OGG1 polymorphism, neither
with other genes related to DNA repair. Hung ef18l] calculated the frequency of

polymorphisms in BER pathway genes among lung caiaacasian patients and did
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not detect any association among variants, althohighdoes not exclude the
possibility that OGG1-Ser326Cys polymorphism miglty a minor role in disease
development. In our study, like in others, analysies not find any significant
association among lung cancer, Ser326Cys polymsmphand clinicopathological
features, such as smoking history, sex, age, bgt@l type, staging and prognosis.
The small number of samples in our study does hotvahowever, any definitive
conclusions.

Li et al [19], from a retrospective analysis of el studies, suggest the
relevance of ethnical aspects in association sfudidis might explain the great
number of controversial results concerning the adl®GG1 polymorphism and lung
cancer risk. OGG1-Ser326Cys frequency is foundethigher among Asians (>40%)
than Caucasians (< 21%) [2, 12] and, for this reashe influence of this
polymorphism can differ among populations. Mixedoplations, as Brazilian, are
even harder to analyze, since they are composedifférent ethnical groups.
Ancestry studies in Brazil [14] identified a gréairopean contribution to population
though each individual has his own proportion ofdp@an, African and Amerindian
components. Therefore, Brazilian population musabalyzed individually, not in a
group context. There are not many studies reporti@§Gl-Ser326Cys
polymorphisms in mixed populations, especially aghdrazilians. In the present
study we found there is a greater African contititutamong NSCLC patients than
standard control population. There are few studescribing the behavior of OGGL1
variants among Africans [20, 21], and this resedt Us hypothesize that Africans may
have more frequency of the polymorphism, despieldlok of significant association
between ancestry and OGG1-Ser326Cys occurrence &yasn, the small number of

patients does not allow us to give any concreta,dahich is why more studies in this
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field are needed. However, the studied samplegsept a small part of the Brazilian
population living in Minas Gerais. Therefore, withis study it was possible to
characterize the clinical and molecular aspectiNSCLC Brazilian patients from

Hospital Julia Kubitscheck.
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Figure List

Figure 1 — Ancestry analysis in cases and contfdisre was a greater contribution of

African component in cases than controls (p = 060@< 0.05)
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Table 1 - Clinical and Pathological data

Patients Controls
No. No. %

Total 42 30 100
Sex

Male 28 15 30.00

Female 14 15 30.00
Age (years)

Medias 59.4 71.8

Range 34-77 55-87
Histology

Adenocarcinoma 11

Squamous cell carcinoma 19

Others 12
Staging

1B 19

1IB 10

IIIA 6

111B 4

v 1

NR 2
Smoking

Smokers 22 13 43.30

Former smokers 10

Never-smokers 10 17 56.60
Prognostic

Good 14

Bad 25

NR 3
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Table 2 - OGG1 Ser326Cys Polymorphism Freguency

Patients Controls
No. % No. %
Total 42 100 30 100
Ser326Cys polymorphism
0GG1-326Se 25 59.50 21 69.00
0GG1-326Cy 17 40.50 9 31.00
Homozygc 2 4.80 2 6.90
Heterozyg 15 35.70 7 24.10
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