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"A Ciência não se aprende 

A Ciência apreende 

A Ciência em si " 
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Prefácio 

PREFÁCIO 

Esta Dissertação de Mestrado foi organizada da seguinte maneira: 

+ Parte I - Introdução e Objetivos- Nesta parte o conceito básico do 

câncer como uma doença de origem genética é brevemente discorrido. 

Algumas alterações moleculares presentes nesta doença, conferem 

características singulares às células tumorais permitindo distinguí-las de 

células normais. A partir de estudos que demonstraram a presença de 

DNA tumoral em fluidos corporais de pacientes com câncer, torna-se 

possível a utilização de marcadores tumorais que permitem a detecção 

do câncer nestes materiais. Estes achados preliminares sugerem a 

necessidade de estudos mais extensos, que poderão permitir o 

desenvolvimento futuro de testes moleculares de diagnóstico e 

acompanhamento de pacientes com câncer. Nossa proposta primordial 

de trabalho foi a detecção de DNA tumoral em fluidos corporais de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço utilizando microssatélites de 

DNA, como uma ferramenta de diagnóstico, avaliando o possível valor 

prognóstico deste achado. 

• Parte n - Resumo e cópia de cada um dos Artigos - Nesta parte 

anexamos os artigos que compõem esta tese, para cada um deles foi 

adicionado um pequeno resumo em português. Os artigos foram 

ordenados da seguinte maneira: em primeiro lugar está o artigo publicado 

como capítulo do livro contendo os trabalhos publicados no "1st World 

Congress on Head and Neck Oncology (Madrid, Espanha 2 de Novembro 

a 3 de Dezembro de 1998)", que trata dos primeiros resultados com as 

análises de detecção de DNA tumoral circulante no plasma de pacientes 

com câncer de cabeça de pescoço; o segundo artigo foi submetido à 

publicação na revista "lnternational Journal of Cancer'', cujo conteúdo é a 

identificação de DNA tumoral no plasma de pacientes com câncer de 
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cabeça e pescoço. A seguir temos o artigo aceito para a publicação na 

revista "Oral Oncology" que trata da detecção de DNA tumoral em lavado 

e escovado bucal de pacientes com câncer de boca e de orofaringe. Por 

último temos a revisão publicada na revista "Seminars in Cancer Biology", 

enfocando o diagnóstico do câncer a partir de duas características 

fundamentais dos tumores: a clonalidade e a instabilidade genética. 

+ Parte m - Discussão e Conclusão- A metodologia empregada neste 

trabalho e os resultados descritos nos artigos são discutidos. Tratamos 

dos resultados das alterações moleculares encontradas nas amostras 

tumorais, de plasma e de lavado e escovado bucal de pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço, através da análise de 8 toei de 

microssatélites. Também são apresentadas as análises com os controles 

normais de plasma e lavado e escovado bucal. Discutimos a presença de 

DNA circulante em plasma, lavado e escovado bucal na detecção 

precoce de câncer de cabeça e pescoço. A análise estatística entre os 

dados moleculares e os dados clínicos dos pacientes também é 

apresentada. A presença de LOH em tumores de pacientes com câncer 

de hipofaringe surge como um marcador de melhor prognóstico. 

+ Bibliografia- Contém as referências bibliográficas aqui citadas. 
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Resumo 1 

RESUMO 

A presença de ONA tumorallivre circulante em pacientes com câncer 

foi descrita por (Leon et ai., 1977). Com o aperfeiçoamento de ferramentas 

de análise molecular nos mais diversos tipos de câncer, tornou-se possível 

não apenas a detecção de alterações no ONA tumoral, como também o 

encontro destas alterações em ONA extraído de diversos fluidos corporais 

tais como plasma (Chen et ai., 1996), soro (Nawroz et ai., 1996), urina (Mao 

et ai., 1996), saliva (Boyle et ai., 1994), lavado brônquico (Field et ai., 1999), 

entre outros. 

Nos artigos que compõem esta dissertação, avaliamos a detecção de 

ONA tumoral no plasma, lavado bucal (MW) e escovado bucal (LB) de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço (HN8CC). Nestas análises 8 loci 

de microssatélites de ONA foram analisados para a presença de perda de 

heterozigose (LOH) e instabilidade de microssatélites (M81), através da 

metodologia de PeR-fluorescente. 

Foram testados 91 tumores de pacientes com HN8CC, e 58 (64°/o) 

destes apresentaram alterações em pelo menos um dos loci avaliados. A 

alteração mais frequentemente encontrada foi a LOH, ao contrário da M81 

que só foi detectada em 3 casos. Os loci mais frequentemente alterados 

(0178974 e 0138800) se localizam em regiões cromossômicas descritas 

com alta frequência de LOH em HN8CC (Nawroz et ai. , 1994). No plasma, 

18 das 58 (31 °/o) amostras apresentaram o mesmo perfil de amplificação 

alterado, sendo que todas as M81 observadas no tumor também foram 
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Resumo 2 

detectadas no plasma. As reações de amplificação (PCR) das amostras 

plasmáticas foram testadas em triplicata de modo a garantir a 

reprodutibilidade dos resultados. Amostras de estadia inicial (I e II) foram 

preferencialmente detectadas no plasma, em relação à amostras de estadia 

avançado (III e IV). Como controles normais deste estudo, 40 amostras de 

plasma e linfócitos de indivíduos saudáveis foram avaliados com os loci mais 

frequentemente alterados nos tumores. De acordo com a baixa 

concentração de DNA livre descrita em indivíduos normais (8teinman, 1975), 

apenas 30°/o destes controles amplificaram. Nestes casos os resultados das 

triplicatas mostraram-se reprodutíveis entre si. 

Avaliamos também 19 amostras de MW e LB de pacientes que 

apresentaram LOH em pelo menos um dos 8 marcadores de microssatélite 

testados. No total 16 das 19 (84°/o) amostras confirmaram a LOH no MW 

e/ou LB. Cinco das 6 amostras de estadia inicial (83%) foram detectadas no 

MW e/ou LB. Também foram analisados 1 O controles normais de voluntários 

saudáveis com os loci mais alterados neste estudo (0381284 e 0178974). 

Todos os controles normais apresentaram perfis de amplificação 

reprodutíveis entre si, demonstrando o maior enriquecimento de DNA normal 

nestas amostras em relação ao plasma. 

A presença de DNA tumoral nos fluidos corporais de pacientes com 

HNSCC não mostrou correlação com os parâmetros clínicos, sendo portanto 

sem valor prognóstico. No entanto, uma correlação estatisticamente 

significativa foi encontrada, sugerindo que pacientes com LOH em tumores 

de hipofaringe apresentam maior taxa de sobrevida, indicando a LOH como 
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um marcador de melhor prognóstico para tumores desta localização 

topográfica. 

Podemos concluir que as análises no plasma, em MW e em LB 

mostraram o enriquecimento destes materiais com DNA tumoral, já que 

mesmo as amostras obtidas de pacientes com tumores de estadia inicial 

mostraram-se alteradas. No entanto, o uso de microssatélite na detecção de 

LOH, principalmente nas amostras de plasma, demonstrou a limitação da 

metodologia diante da presença de DNA normal que diminui a sensibilidade 

de detecção desta alteração. Portanto, o uso de outros tipos de marcadores 

tumorais (como a metilação de promotores de genes supressores de tumor 

ou mutações específicas) no DNA tumoral isolado de fluidos corporais, pode 

ser ainda mais sensível no desenvolvimento de testes diagnósticos 

eficientes para diversos tipos de câncer. 
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Parte I - Introdução 1 

PARTE I 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer como uma doença genética 

O câncer compreende dezenas de doenças altamente complexas, 

cujo início e progressão acontecem através de uma série de alterações 

genéticas. Estas alterações se acumulam durante toda a tumorigênese 

culminando com o crescimento descontrolado e a metástase do tecido 

tumoral. O câncer é diretamente causado por alterações genéticas 

(mutações) em genes supressores de tumor e oncogenes no genoma da 

célula normal, as quais por sua vez, são causadas tanto por eventos 

endógenos (oxidação do DNA, erros de replicação) quanto por agentes 

exógenos (mutágenos presentes no fumo, luz ultravioleta, etc). Genes 

supressores de tumor atuam na regulação do crescimento celular no sentido 

de restringir a sua proliferação. Já os oncogenes participam do processo de 

regulação positiva do crescimento celu lar e, quando ativados por 

mecanismos tais como amplificação gênica, translocação, mutação em 

ponto, ou rearranjo, codificam proteínas que conferem um estímulo à 

proliferação celular desregulada. As proteínas codificadas por genes 

supressores de tumor (por exemplo p53, RB e APC) e por oncogenes (por 

exemplo c-myc, c-erbB-2 e ras) atuam como reguladores negativos e 

positivos do ciclo celular, respectivamente (Kovacs, 1993). 
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Este acúmulo de mutações confere vantagens de crescimento e 

sobrevivência às células tumorais permitindo que estas se multipliquem sem 

os controles normais de crescimento celular. Invadindo e destruindo os 

tecidos normais, as células alteradas escapam das defesas normais do 

organismo e subjulgam a vida do indivíduo à sua propria vida. 

1.2 Diagnóstico molecular de câncer 

O sucesso do tratamento da maioria dos tipos de câncer depende da 

sua detecção precoce (Ciark, 1978). Os programas de rastreamento 

procuram por tumores em estadiamentos iniciais, quando a sua presença 

ainda não é reconhecida pelo paciente (Remer e Schildkraut, 1997). A 

detecção precoce, na maioria das vezes pode aumentar o tempo de 

sobrevida do paciente, reduzindo o tratamento e aumentando sua qualidade 

de vida. A Sociedade Americana do Câncer ("American Cancer Society") 

estima que a sobrevida relativa de pacientes com nove diferentes sítios 

topográficos de câncer (mama, língua, boca, cólon, reto, colo de útero, 

próstata, testículo e pele) pode aumentar em 80°/o a 95% com a adoção de 

programas de rastreamento regulares. 

Existe portanto uma necessidade crítica de novas metodologias de 

detecção de tumores em estadiamento inicial, que deverá se refletir em um 

aumento na sobrevida dos pacientes, associada à diminuição dos custos de 

internação e tratamento. A identificação dos genes envolvidos no 

desenvolvimento do câncer representa a abordagem mais promissora na 

prevenção, detecção, diagnóstico e tratamento desta doença. Quanto maior 
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o progresso no conhecimento do genoma e na descoberta dos genes 

humanos, maiores são as oportunidades de avaliar o papel destes genes em 

relação ao desenvolvimento e evolução do câncer (Dias Neto et ai., 2000) 

Em carcinomas, geralmente ocorrem mutações pontuais numa série 

de genes supressores de tumor e oncogenes que levam ao desenvolvimento 

do tumor (Vogelstein e Kinzler, 1993). Em sarcomas e leucemias, um 

número reduzido e bem caracterizado de mutações, frequentemente 

envolvendo translocações cromossômicas, é suficiente para estimular a 

transformação celular. Por esta razão, o diagnóstico atual do câncer por 

detecção de alterações genéticas é limitado principalmente às leucemias e 

aos sarcomas. Nas leucemias o diagnóstico é feito pela detecção de 

translocações cromossômicas altamente específicas (Grignani et ai., 1995). 

Um diagnóstico definitivo de casos de leucemia mielóide crônica, por 

exemplo, pode ser feito pela detecção da translocação recíproca entre os 

cromossomos 9 e 22, t(9;22) (Hagemeijer, 1987) e casos de leucemia 

mielóide aguda M3 pela presença da translocação t(15; 17) (Grignani et ai., 

1994 ). Sarcomas podem ser diagnosticados por protocolos semelhantes e 

pNETs (Tumor Neuroectodérmico Primitivo) podem ser identificados pela 

presença de t(11 ;22) ou t(21 ;22) (Sorensen et ai., 1995). Este tipo de 

diagnóstico, preciso e específico, apenas é possível graças ao espectro 

uniforme de mutações associadas aos sarcomas e às leucemias. 

Carcinomas, por outro lado, exibem maior variabilidade no espectro das 

mutações e marcadores moleculares diagnósticos definitivos para este grupo 

de tumores ainda não são conhecidos (Saunders, 1997). 
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1.3 Espectro de mutações de alguns tumores sólidos humanos 

Todos os tipos de tumores sólidos parecem ter uma base molecular 

comum em relação a instabilidade genética, que causa rearranjos somáticos 

desde as células pré-neoplásicas até as células tumorais (Fearon e 

Vogelstein 1990). No entanto, muitas evidências indicam que o padrão de 

mutações detectado em certos tumores pode ser suficientemente distinto 

das células normais para caracterizar sua identidade molecular. 

O modelo de progressão genética descrito para tumores cólon-retais 

se tornou um paradigma no estudo da progressão de todos os tumores 

sólidos humanos, pois sugeriu que a maioria das neoplasias acumula uma 

série de alterações genéticas à medida que ocorre a progressão dos 

estadiamentos clínicos e histopatológicos (Fearon e Vogelstein, 1990). Desta 

forma, aberrações moleculares primárias se relacionam diretamente com a 

gênese do câncer, estando associadas a tipos particulares de tumores. 

Estes eventos primários levariam ao desenvolvimento de tumores de alto 

grau e baixa diferenciação, pela perda de controle de proliferação celular e 

apoptose. Já alterações adicionais seriam determinantes do comportamento 

biológico do tumor, sendo comuns a vários tipos de neoplasias (Bugert e 

Kovacs, 1996). É importante ressaltar que o acúmulo das múltiplas 

anormalidades moleculares identificadas nos tumores humanos, e não 

necessariamente sua ordem de ocorrência, devem ter um papel fundamental 

no desenvolvimento e progressão tumoral( Fearon e Vogelstein, 1990). 
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No modelo proposto para o câncer cólon-retal (Fearon e Vogelstein, 

1990), a LOH (perda de heterozigose- do inglês "Loss of Heterozigosity") do 

gene supressor de tumor APC, inicia o processo e leva ao aparecimento de 

pólipos adenomatosos. Segue-se a ativação do oncogene K-ras com a 

manifestação de adenoma intermediário, a perda do braço curto do 

cromossomo 18 e o gene DCC, causando a evolução para o adenoma 

avançado. Finalmente, ocorre a perda do braço longo do cromossomo 17 

onde o gene supressor de tumor p53 está localizado, desencadeando a 

transformação de adenoma para carcinoma. A partir deste estágio outras 

alterações induzem o desenvolvimento de metástases. 

O modelo proposto para o câncer de cólon serviu de base para o 

exame de outros tumores sólidos buscando alterações similares. A 

somatória de conhecimento gerada por diversos permitiu propor um modelo 

de desenvolvimento e progressão tumoral para outros tumores, entre eles o 

carcinoma transicional de bexiga (Rosin et ai., 1995) e o carcinoma renal de 

células claras (Thrash-Bingham et ai., 1995). 

A região 9p21-22, onde se localiza o gene supressor de tumor p16, 

apresenta LOH frequente desde lesões pré-malignas de bexiga até o 

carcinoma invasivo, sendo portanto considerada como uma alteração de 

estadiamento precoce da doença (Orlow et ai., 1994). No entanto, o braço 

longo deste mesmo cromossomo (9q) apresenta maior frequência de LOH 

em lesões papilares, alterações histopatológicas, que apesar de recidivarem 

frequentemente, apresentam baixo grau de progressão para lesões 

malignas. Já perdas alélicas na região de 14q parecem estar 
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correlacionadas com a determinação de uma maior agressividade dos 

tumores de bexiga, pois se apresentam mais frequentemente em carcinomas 

in situ (70°/o dos casos). Mutações em p53 e LOH na região de p53 ( 17p) 

parecem conferir um caráter mais invasivo da doença, seguido de outras 

· alterações observadas em tumores de grau mais avançado como LOH nas 

regiões de 13q, 11 p e cromossomo 4 (Rosin et ai., 1995). Embora este 

modelo de progressão tumoral seja incompleto, já é possível observar a 

importância de alterações moleculares específicas, que determinam 

características de maior agressividade e invasividade tumoral, demonstrando 

mais uma vez a individualidade comportamental observada em carcinomas 

de diferentes localizações topográficas. 

Os carcinomas renais de células claras esporádicos apresentam 

cerca de 96°/o de LOH na região do gene supressor de tumor VHL (3p25-26) 

(Gnarra et ai., 1994), e a maioria apresenta mutações pontuais neste mesmo 

gene ou metilação do promotor (Herman et ai., 1994), levando a inativação 

do gene. Outras anormalidades são notadas na região de 5q22, onde existe 

uma região de quebra próxima ao gene APC (Steiner and Sidransky, 1996). 

Deleções cromossômicas nos braços 8p, 14q, e 6q e monossomia do 

cromossomo 9 também são descritas nestes tumores (Thrash-Bingham et 

ai., 1995). A inativação do gene p16 por deleção homozigótica (9p21-22) é 

observada em cerca de 5o/o dos casos (Cairns et ai., 1995). Com a 

progressão do câncer para estadiamentos e graus histológicos mais 

avançados alterações genéticas como monossomia do cromossomo 14, 

presente em 8°/o dos tumores de até 1 em de diâmetro, aumenta para 56°/o 
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em tumores até 3cm, chegando a 89o/o em tumores de grau 3 (Rosin et ai., 

1995). Estas alterações caracterizam um padrão frequentemente observado 

em tumores renais, reafirmando um espectro de mutações bastante 

característico para este tipo de câncer. 

Alterações específicas como a alta frequência de LOH no 

cromossomo 14 no câncer de bexiga e no gene do VHL em tumores renais 

de células claras, retratam bem algumas das alterações primárias que 

norteiam o início e a progressão destes tumores. 

A importante função da proteína p53 e o efeito dominante de suas 

formas mutantes explica porque mutações no gene p53 estão envolvidas em 

cerca de metade das neoplasias humanas (Hollstein et ai., 1991 ). Neste 

contexto, nos processos tumorigênicos caracterizados pelo acúmulo 

progressivo de mutações, as alterações em p53 parecem ser um evento 

adicional relativamente tardio, porém decisivo para a manifestação das 

formas mais agressivas ou malignas de vários tipos de tumores (Califano et 

ai., 1996) (Rosin et ai., 1995). 

Nos dias de hoje, apenas cerca de 1 O a 20°/o dos genes humanos 

foram sequenciados completamente ([Unigene Build # 1 08 - 19/02/00] http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/Unigene/index.html), no entanto, os avanços 

científicos já identificaram neste painel, um importante conjunto de genes 

envolvidos na progressão de diversos tipos de câncer. A detecção de 

alterações em alguns destes marcadores tumorais em tecidos, ou mesmo 

em fluidos corporais de pacientes, possibilitará a detecção do câncer em 
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estadiamentos mais precoces e mais controláveis, conferindo melhor 

prognóstico aos portadores da doença (Mulcahy et ai., 1996a). 

1.4 Presença de DNA tumoral em fluidos corporais de pacientes com 

câncer 

Cada indivíduo possui uma identidade única e distinta dos demais. As 

células também possuem sua identidade cujas características estão 

relacionadas com seu papel no organismo. Durante a transformação de 

células normais em células cancerosas, esta identidade celular é modificada 

e a presença das alterações moleculares torna-se um sinal de sua presença. 

Através da leitura destas alterações é possível detectar estas células e 

diagnosticar o câncer. Os progressos obtidos no isolamento destas células 

oferecem uma oportunidade única para o desenvolvimento de testes de 

detecção precoce do câncer e de presença de recidivas (Sidransky, 1997). 

Baseado no conhecimento emergente de quais são os eventos 

genéticos que levam a iniciação e a progressão tumoral, estudos piloto têm 

demonstrado com sucesso que alterações em diversos marcadores tumorais 

podem ser identificadas em fluidos corporais que drenam orgãos afetados 

por tumores (Mulcahy et ai., 1998; Steinman et ai., 1975). Shapiro et ai., 

1983, demonstraram que o soro de pacientes com câncer continha 

aproximadamente quatro vezes a quantidade livre de DNA que os controles 

normais (Steinman, 1975), devido à liberação de ácidos nucléicos de células 

tumorais. O plasma ou soro de pessoas saudáveis contém normalmente de 

1 O a 30 ng de DNA/ml (Leon et ai., 1977), já em algumas doenças auto-
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imunes e inflamatórias como no lupus eritematoso (Leon et ai., 1975), artrite 

reumatóide, colite ulcerativa, pancreatite, entre outras, há um grande 

aumento na concentração do DNA livre circulante (Shapiro et ai., 1983). No 

caso de pacientes com câncer a concentração de DNA no sangue chega a 

ser de 100 ng/ml (Leon et ai., 1977). Fundamentados nestes trabalhos 

mostrando o enriquecimento de DNA tumoral no plasma de pacientes com 

câncer, alguns grupos utilizaram-se deste fato para buscar no plasma e em 

outros flúidos corporais de pacientes, as mesmas alterações observadas nos 

tumores. 

Nos primeiros estudos, mutações no gene supressor de tumor p53 e 

no oncogene ras presentes nos tumores primários, também foram 

identificadas em fluidos corporais tais como soro, plasma, urina e saliva dos 

mesmos pacientes (de Kok et ai., 1997; Anker et ai., 1997; Sidransky et ai., 

1991; Boyle et ai., 1994 ). Mutações em p53 e ras foram testadas nestes 

trabalhos pois são comumente observadas em diferentes tipos de 

carcinomas, e também por serem em alguns casos indicativas do 

estadiamento tumoral. O modelo de progressão tumoral hipotético descrito 

por (Fearon e Vogelstein, 1990) para o câncer de cólon , por exemplo, 

d~screve as mutações de ras como um evento precoce, enquanto que 

mutações em p53 acontecem geralmente em tumores invasivos. O 

oncogene ras está mutado em 9°/o dos adenomas menores que 1 em, em 

58% dos adenomas maiores que 1cm e 47°/o nos carcinomas. Já p53 se 

encontra mutado em cerca de 70°/o dos carcinomas de cólon. O encontro de 

mutações no gene supressor de tumor APC também representaria uma boa 
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possibilidade para a detecção precoce do câncer de cólon, pois 70%> dos 

adenomas de cólon apresentam mutação neste gene (Hollstein et ai., 1991 ). 

No entanto o gene APC tem 85 Kb e não possui "hotspots" de mutação 

definidos, tornando inviável a procura de mutações em toda a sua extensão. 

Outro ponto a se considerar é que a detecção de mutações em materiais 

contendo uma mistura de células tumorais e normais nem sempre é 

suficientemente sensível para permitir a detecção da mutação no alelo 

tumoral alterado (Sidransky, 1997). Já no gene ras as mutações se 

concentram nos códons 12 e 13 (8os et ai., 1987), enquanto que p53 

apresenta "hotspots" já bem definidos em câncer de cólon (códons 175, 248 

e 273) (Hollstein et ai., 1991 ). 

Cerca de 50o/o dos tumores cólon-retais (8os et ai., 1987) e 90% dos 

tumores pancreáticos (Aimoguera et ai., 1988) apresentam mutações em K-

ras na região de "hotspot" do códon 12. Três diferentes grupos detectaram a 

presença de DNA tumoral em plasma ou soro de 40-50% dos casos de 

câncer cólon-retal (Anker et ai., 1997; de Kok et ai., 1997; Kopreski et ai., 

1997). Em um estudo mais amplo com 240 pacientes, 27% apresentaram 

mutações em K-ras nos tumores, sendo que destes 86% confirmaram a 

mesma alteração no plasma. A ocorrência desta alteração em uma 

percentagem considerável destes tumores sugere o uso deste marcador 

como uma alternativa na detecção de tumores cólon-retais, especialmente 

levando-se em consideração que K-ras encontra-se mutado desde os 

estadiamentos precoces do câncer (Fearon e Vogelstein, 1990). 
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Outros grupos também reportaram uma alta percentagem de 

detecção (cerca de 80°/o) de mutações em K-ras no plasma ou soro de 

pacientes com câncer de pâncreas (Sorenson et ai., 1994; Mulcahy et ai., 

1998; Yamada et ai., 1998). No monitoramento dos pacientes que 

apresentaram alterações no plasma, foi possível constatar que a presença 

do DNA tumoral livre circulante é um marcador de pior prognóstico (Yamada 

et ai., 1998). O câncer de pâncreas desenvolve-se normalmente de maneira 

assintomática, sendo geralmente diagnosticado em estadiamentos 

avançados da doença e levando à uma baixa sobrevida dos pacientes 

(Nagahama et ai., 1999; Sakorafas e Tsiotou, 1999). A partir dos resultados 

promissores com detecção de DNA de tumores pancreáticos no plasma, 

algumas empresas farmacêuticas como a Roche/Boehringer e a 

Astra/Zeneca estão desenvolvendo testes diagnósticos baseados nestes 

achados com o objetivo de disponibilizá-los comercialmente ("First 

lnternational Symposium of Circulating Nucleic Acids in Plasma Serum", 18 a 

20 de Agosto de 1999, Menthon, França; comunicação pessoal: 

respectivamente, Kay Callaghan e Marnie Mac Donald). 

As mutações no gene p53, um sinal de progressão para a 

invasividade para os carcinomas transicionais de bexiga (Spruck et ai., 

1994), se encontram em "hotspots" bem definidos (códons 280 e 285). 

Sidransky et ai., 1991, demonstraram que em 61 °/o dos casos as mutações 

de p53 encontradas nos tumores primários também foram encontradas na 

urina dos mesmos pacientes. Outros tipos de tumores como o carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço (HNSCC), apresentam o gene p53 
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frequentemente mutado em 50°/o dos casos. No entanto as mutações se 

encontram amplamente distribuídas em vários códons nos éxons 4 a 9 do 

gene, não apresentando regiões preferencialmente mutadas (Nagai et ai. , 

1998). Isto faz com que o uso de p53 como marcador tumoral se torne 

inviável em HNSCC. Para contornar este problema uma abordagem 

alternativa vem sendo adotada atualmente, com o objetivo de buscar 

alterações que não estejam associadas diretamente com o processo 

carcinogênico, mas que possam ser usadas como marcadoras de expansão 

clonal e alterações genômicas generalizadas típicas de tumores malignos. 

Marcadores de grande potencial para este tipo de trabalho são os 

microssatélites de DNA. 

1.5 Microssatélites e câncer 

Microssatélites de DNA encontram-se distribuídos aleatoriamente ao 

longo do genoma humano, sendo compostos de pequenas repetições in 

tandem de dois a cinco nucleotídeos, normalmente localizadas em regiões 

não codificadoras do genoma. Os microssatélites encontrados em maior 

frequência em humanos são os que contêm a repetição de dinucleotídeos do 

tipo (CA)n, cujo número estimado no genoma é de 50.000 a 100.000 (Weber 

e May, 1989). A recente disponibilização dos dados relativos ao 

sequenciamento completo do cromossomo 22 humano confirmam estes 

dados, permitindo pela primeira vez a obtenção de dados mais exatos em 

um cromossomo humano (Mulcahy et ai., 1996a). Apenas no cromossomo 

22 (que deve representar cerca de 1 °/o do total do genoma humano) existem 
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1.775 microssatélites de dinucleotídeos, 404 de tetranucleotídeos, 166 de 

trinucleotídeos e 16 de pentanucleotídeos (Dunham et ai., 1999). Quando 

somados, temos que mais de 200 Kb deste cromossomo são compostos por 

microssatélites, se estes dados forem extrapolados para o genoma inteiro, 

teríamos 20.000 Kb de microssatélites. O seu grande número, larga 

distribuição ao longo do genoma e a facilidade de análise, tornam os 

microssatélites ferramentas extremamente úteis para a análise de alterações 

no DNA. 

O número de unidades de repetição em um determinado microsatélite 

pode variar muito de um indivíduo para outro, apresentando um alto grau de 

polimorfismo, tornando-os marcadores genéticos altamente informativos. Um 

alto índice de mutações, na faixa de 1 ,2x1 o-3 por /ocus/por gameta/por 

geração (Weber e Wong, 1993), reflete a instabilidade e susceptibilidade de 

microssatélites a erros de duplicação. Durante a duplicação do DNA pode 

ocorrer o pareamento errôneo das fitas mãe e nascente na região repetitiva, 

de modo que uma ou mais unidades repetitivas formem uma alça 

despareada. Caso esta alça esteja presente na fita molde, a síntese levará 

ao surgimento de uma fita nascente com uma deleção de sequência. 

Quando esta alça se forma na fita nascente, a continuação da síntese leva a 

um aumento no número de repetições (Strand et ai., 1993) (figura 1 ). Este 

fenômeno é descrito como "slippage" das fitas de DNA. Tais mutações 

ocorrem na linhagem germinativa, gerando polimorfismos populacionais e 

também em células somáticas. É frequente a observação de alterações 

somáticas quando o DNA de um tumor é comparado com DNA normal do 
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mesmo paciente, em um fenômeno conhecido como instabilidade de 

microssatélites, ou MSI (do inglês "microsatellite instability") (Lothe, 1997). A 

ocorrência de MSI reflete a presença de alterações generalizadas no 

genoma da célula tumoral e são detectáveis devido a clonalidade do tumor 

(Simpson, 1997). 
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Figura 1 - A) Representaçao esquemática do deslizamento das fitas de DNA 
em um /ocus de dinucleotídeo de microssatélite, durante a duplicação celular. 
A não correção da alça despareada pelas enzimas do sistema de reparo de 
erros de pareamento de DNA na fita nascente, causa a fixação desta 
mutação no genoma. B) Eletroferograma mostrando MSI em um tumor de 
HNSCC no locus D2S123. A seta indica o ganho de um alelo menor. 

a) Célula 

5'gcgatcgacacacacacacacacacaacc 3 ' 
3'cgctagctgtgtgtgtgtgtgtgtgttgg 5 ' 

Duplicação do DNA 

,..., 
Fita Nascente - 5 ' gcga tcgacacacacaca \._.,~ 

Fita Molde - 3 ' cgctagctgtgtgtgtgtgtgtgtgttgg 5 ' 

(CA) 

Falha no sistema de reparo de erros de pareamento 

a c 
c a 

Fita Nascente- 5' gcgatcgacacacacaca cacacaacc 3 ' 
Fita molde- 3' cgctagctgtgtgtgtgtgtgtgtgttgg 5 ' 

(CA)9 

(CA)10 

( ) - Enzima DNA polimerase I sintetizando fita nascente de DNA. 

~------

b) 

""' ... ~ .. .,.. r t ·-- ·- .. 
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O conjunto de genes que formam o sistema de reparo de erros de 

pareamento de DNA ("mismatch repair system") é responsável pela 

detecção e correção de erros presentes no genoma, incluindo os loci de 

microssatélites (Acharya et ai., 1996; Li e Modrich, 1995). Mutações nos 

genes de reparo que compõem este sistema, como por exemplo 

hMLH1,hMSH2, hPMS1 e hPMS2, levam a uma alta frequência de MSI nos 

tumores (Lothe, 1997). Cerca de 90°/o das famílias com a síndrome de 

câncer de cólon não-poliposo hereditário ("Hereditary non-polyposis colon 

cancer"- HNPCC) possuem uma mutação germinativa em um destes genes, 

apresentando uma frequência de MSI variando de 75 a 100°/o dos casos 

(Lothe, 1997). Portanto, a MSI funciona como um indicador molecular 

indireto da presença de alterações nos genes de reparo de erro de 

pareamento de DNA. Desde os primeiros trabalhos demonstrando a 

presença de MSI em HNPCC, os microssatélites têm sido usados na 

investigação da frequência desta mesma alteração em tecidos de outros 

tumores humanos (Mao et ai. , 1994). 

Os microssatélites também permitem a detecção de um outro tipo de 

alteração genética caracterizada pela perda de regiões relativamente 

gr~ndes de cromossomos, que podem ocorrer desde o início da 

tumorigênese e durante toda a progressão tumoral. Este fenômeno se 

chama perda de heterozigose (LOH) e representa a segunda etapa 

responsável pela inativação de loci de genes supressores de tumor durante 

a expansão clonal dos tumores (Knudson, 1971 ). Durante o processo de 

malignização os pontos de restrição que permitem que as células progridam 
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dentro das fases do ciclo celular não são mais respeitados devido as 

mutações presentes nos genes que controlam o ciclo celular (genes 

supressores de tumor e oncogenes), culminando com o acúmulo de 

alterações genéticas que são transmitidas para as próximas gerações 

celulares. As deleções alélicas incluem a perda de loci de genes 

supressores de tumor, que à medida que são perdidos selecionam 

positivamente estes clones por lhes conferirem características de maior 

invasividade e agressividade (figura 2). A LOH é detectada desde 

estadiamentos de doenças pré-malignas até tumores metastáticos (Califano 

et ai., 1996). Estas alterações vão se acumulando à medida que ocorre a 

progressão tumoral. 

Por causa de sua frequente heterozigose e ampla distribuição no 

genoma, tais perdas são frequentemente detectáveis por redução à 

hemizigose de um microssatélite no DNA do tumor. Assim, a análise de 

microssatélites permite a detecção de dois tipos de mutação frequentemente 

encontradas em tumores com consequente potencial como marcador 

tu moral. 
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Figura 2 - A) Representação esquemática de LOH em 17p, onde está 
localizado o locus de microsatélite 017897 4, próximo ao gene supressor 
de tumor p53. B) Eletroferograma de um perfil de amplificação informativo 
no locus de microssatélite D13S308E. A seta indica LOH no alelo menor. 

$ '§'" ~ t ',. 

A) 

B) 

Tecido 
Normal -

Tecido 
Tumoral-

" . ....... .... . ' .. . ~. ·~ g~ 

D17S974 } LOH 
p53 
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1.6 Alterações de microssatélites de DNA em tumores humanos 

1.6.1 Instabilidade de microssatélites 

A instabilidade genotípica causada por mutações nos genes de reparo 

de erros de pareamento de DNA é mais frequente em casos familiares do 

que em tumores esporádicos do mesmo tipo, como ilustrado para tumores 

de cólon. Na síndrome de HNPCC a MSI é observada de 75 a 1 00°/o dos 

casos (Aaltonen et ai., 1993; Lindblom et ai., 1993), enquanto que em casos 

esporádicos de carcinomas cólon-retal, a MSI se encontra na faixa de 15% 

(Aaltonen et ai., 1993; Lothe et ai., 1993; Liu et ai., 1995). 

Os tumores característicos da síndrome de HNPCC (gástrico, 

endometrial, pancreático e ovariano) apresentam · um nível de MSI 

comparável ao observado em tumores cólon-retais (tabela 1 ). No entanto, 

outros tumores esporádicos (que não se enquadram no espectro de tumores 

de ocorrência de HNPCC) apresentam frequências mais baixas de MSI, 

além de apresentarem apenas um ou poucos alelos novos em contraste com 

os numerosos alelos observados em HNPCC (tabela 1 ). 
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Tabela 1 - Detecção de MSI em tumores humanos 

Tipo de Tumor Número de tumores o/o de tumores 
analisados com MSI 

Referências 

Pulmão de células 87 2 (Peltomaki et ai., 

maiores 
1993) 

(NSCLC) 55 29 (Adachi et ai., 
1995) 

Pulmão de células 33 45 (Me rio et ai., 

menores 
1994) 

(SCLC) 37 o (Adachi et ai., 
1995) 

26 4 (Han et ai., 1993) 
Mama 

104 11 (Wooster et ai., 
1994) 

Cérebro 54 2 (Wooster et ai., 
1994) 

Testículo 29 21 (Huddart et ai., 
1995) 

Próstata 66 20 (Egawa et ai., 
1995) 

Colo de Útero 13 15 (Han et ai., 1993) 

200 3 (Orlow et ai., 
1994) 

61 41 (Orlow et ai., 
1994) 

Bexiga 
(Gonzalez-

200 3 Zulueta et ai., 
1993) 

Boca 91 7 (lshwad et ai., 
1995) 
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Tabela 1: continuação 

Tipo de tumor 
Número de tumores 0/o de tumores 

Referências analisados com MSI 

Tecidos Moles 18 11 (Wooster et ai., 
1994) 

(Aaltonen et ai., 

Adenomas cólon- 1994; Rhyu et ai., 

retais* 
149 5.5 1994; Young et 

ai., 1993; Powell 
et ai., 1993) 

Carcinomas cólon- 230 16 
(Lothe et ai., 

retais* 1993) 

18 22 
(Peltomaki et ai., 

Endométrio* 1993) 

36 17 
(Risinger et ai., 

1993) 

57 39 (Han et ai., 1993) 

34 32 
(Seruca et ai., 

Estômago* 1995) 

(Rhyu et ai., 

52 31 1994) 

19 16 (Han et ai., 1993) 

Ovário 
10 

(Wooster et ai., 

20 1994) 

Pâncreas* 9 67 (Han et ai., 1993) 

* -tumores pertencentes à síndrome de HNPCC 

NSCLC - non small cell lung cancer; SCLC - small cell lung cancer 

Estudos isolados reportam frequências bastante variáveis de MSI 

entre alguns tumores sólidos humanos, como no caso de carcinomas de 

pulmão onde a MSI varia de O a 45%>, ou em carcinoma de bexiga com 

valores variando . de 3 a 41% (tabela 1 ). A variação observada nestes 

estudos pode ser explicada pelo número e pelos tipos de microssatélites 

avaliados. Tumores cólon-retais são frequentemente afetados em locí de 
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dinucleotídeos, enquanto que tumores de mama e de testículo exibem maior 

MSI em repetições de loci de tri e tetranucleotídeos (Lothe, 1997). Para 

alguns tumores no entanto, um único marcador de tri ou tetranucleotídeo 

pode identificar mais de 15% de tumores de um tipo, o que sugere a 

presença de instabilidade em locus ou áreas específicas em alguns tipos de 

câncer (Ma o et ai., 1994 ). 

1.6.2 Perda de heterozigose 

Uma das vias de progressão tumoral mais bem estudada, acontece 

pela inativação de genes supressores de tumor. A LOH, como postulado por 

(Knudson, 1971 ), é uma das alterações genéticas observadas no câncer 

responsável pela inativação do segundo alelo destes loci gênicos. A 

utilização de loci de microssatélites inclusos nestas regiões de deleções 

alélicas, torna possível a detecção destas alterações (Gyapay et ai., 1994). A 

alelotipagem de alguns tipos de tumores utilizando estes marcadores, 

permite estimar quais regiões do genoma apresentam maior frequência de 

LOH. 

Em câncer renal, 70 loci de microssatélites localizados em 41 braços 

cromossômicos foram analisados no intuito de determinar as regiões de LOH 

mais frequentes nestes tumores (Thrash-Bingham et ai., 1995). Dos 40 

braços de cromossomos analisados, 12 não apresentaram nenhuma 

alteração, sendo que outros 22 braços mostraram LOH em apenas um ou 

dois tumores. Apenas 6 braços autossômicos (3p, 6q, 8p, 9p, 9q e 14q) 

exibiram elevados níveis de LOH. Este estudo mostrou que a utilização de 
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microssatélites permite detectar a presença de LOH no genoma de maneira 

abrangente, rápida e completa. Os dados apresentados foram concordantes 

com estudos prévios de citogenética, descrevendo monossomias em 3p, 6q, 

8p, 9pq e 14q (Kovacs, 1993) . 

A partir de estudos como este, muitos outros grupos publicaram 

trabalhos descrevendo o uso de microssatélites como marcadores na 

detecção de LOH (Tabela 2). Com a definição destas áreas de frequentes 

perdas, torna-se possível a investigação de novos genes supressores de 

tumor e a determinação de alterações genéticas que possam ser 

importantes no processo de tumorigênese, e que auxiliem no diagnóstico do 

câncer. 
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Tabela 2- Alelotipagem de regiões de maior frequência de LOH em 

alguns tumores humanos 

Localização N°de MS Regiões de Maior No de Amostras 
Referência Tu moral Avaiiados Frequência de LOH Analisadasa 

3p (32°/o), 6q (18°/o), (Thrash-
Rim 70 8p (18°/o), 9p (21°/o), 28 Bingham et ai., 

9q (15o/o), 14q (12°/o) 1995) 

9p (72°/o), 3p (67°/o), 
3q (50°/o), 11q (61 °/o), 

(Nawroz et ai., HNSCC 58 13q (54o/o), 17p (52°/o), 29 
14q (39o/o), 6p (38°/o) 

1994) 

19q (40°/o) 
9p (61 °/o), 9q (61°/o), 

Bexiga 29 
14q (70°/o), 8p (65°/o), 

31 
(R os in et ai., 

17p (60°/o), 13q (56°/o), 1995) 
11p (54o/o), 4q (52°/o) 
3p21 (55°/o), 
5q11 (42°/o), 

(Benachenhou et Pulmãob 34 2p16 (11.5°/o), 31 
2q31-33 (10.3o/o), 

ai., 1998) 

7p22 (10.7o/o) 

a - Foram utilizados tecidos tumorais de diferentes estadiamentos histopatológicos 

b - Neste estudo foram avaliados marcadores localizados ou ligados aos toei dos 
genes de reparo: hMLH1, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 e hPMS2. 

i !Moa ;- -· .. . 
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1. 7 O uso de alterações em microssatélites no diagnóstico de câncer 

Uma série de estudos sugere que a análise de microssatélites tem um 

papel importante no diagnóstico do câncer. No primeiro trabalho nesta linha 

de pesquisa, Ma o et ai., 1996b, avaliaram o comportamento de 

microssatélites de DNA em pacientes com tumores de bexiga. Em dezenove 

dos vinte casos, as mesmas alterações encontradas nos tumores destes 

pacientes, também foram detectadas na urina. De grande importância foi a 

observação que somente 50% destes casos foram diagnosticados por 

citologia convencional. As alterações, compostas tanto por LOH quanto por 

MSI, foram detectadas usando um painel de 13 loci de microssatélites. Não 

foram detectadas alterações em microssatélites em nenhum controle sadio. 

Subsequentemente, o mesmo grupo (Steiner et ai., 1997) demostrou o uso 

desta tecnologia para a detecção de recidivas. Dos 21 pacientes analisados, 

11 sofreram recidivas, 1 O das quais foram detectadas por alterações em 

microssatélites nas células coletadas na urina. A análise de microssatélites 

permitiu a detecção da recidiva de 4 a 6 meses antes dos métodos 

citológicos clássicos. 

Em uma extensão de grande interesse do trabalho inicial, sugerindo o 

valor clínico da detecção de alterações em microssatélites como uma 

ferramenta diagnóstica de câncer, dois grupos demostraram que tais 

alterações podem ser detectadas em DNA presente no soro ou plasma de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço e câncer de pulmão (Chen et ai., 

1996; Nawroz et ai., 1996). No trabalho com câncer de cabeça e pescoço, 

foram detectadas alterações em 6 de 21 pacientes com a doença. Todos os 

Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 

pu;;~;~í ... ·tr; 
~~ ~ - ·:;; · ·~ ·· · ) <··.·,· .. ·- ~ 



Parte I - Introdução 26 

pacientes positivos para as alterações tinham doença avançada. No estudo 

de câncer de pulmão, usando apenas três marcadores, foram detectadas 

alterações em 71% das amostras de plasma provenientes de pacientes com 

a doença. 

Outros estudos mais recentes utilizando marcadores de 

microssatélites demonstraram a presença de LOH e MSI no plasma ou soro 

de pacientes com carcinoma renal de células claras, tumores de mama, de 

pulmão e cólon (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Detecção de alteração em MS em plasma/soro 

Localização No No Alterações no Alterações no Controles 
Referência Tu moral casos MS Tumor Plasma Normais 

(Chen et ai., 

Pulmão 1996) 

(SCLC) 21 3 16/21 (76o/o) 15/21 (71 °/o) Ausentes 

(Sanchez-
Pulmão Cespedes et 
(NSCLC) 22 4 13/22 (60°/o) 6/22 (28°/o) Ausentes ai., 1998) 

(Sozzi et ai., 

Pulmão 1999) 

(NSCLC) 87 2 49/87 (56°/o) 35/87 ( 40°/o) 14 controles 

(Nawroz et 
Cabeça e Número não ai., 1996) 
Pescoço 21 12 18/21 (82°/o) 6/21 (29o/o) determinado; 

sem alteração 

Carcinoma 
1 O controles, 

(Goessl et 
renal de ai., 1998) 

células 40 4 30/40 (76o/o) 26/40 (65°/o) 
8 

amplificaram claras 
sem alteração 

(Hibi et ai., 

Cólon 1998) 
44 8 35/44 (80o/o) 0/44 (0°/o) Ausentes 

23 2 7127 (26°/o) 3/27 (11 °/o) pelo menos (Chen et ai., 

11 15 5/11 (45°/o) 3/11 (27°/o) 1 O controles 1999) 

Mama 27 11 17/23 (7 4°/o) 1 0/ 23 ( 43 °/o) avaliados por 

Total: 61 
/ocus - - - analisado 

Mama 62 6 51/62 (82°/o) 38/51 (61 °/o) Ausentes (Silva et ai., 
1999) 
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A detecção de alterações de microssatélites em outros fluidos 

corporais (que não urina, soro ou plasma) também foi observada em lavado 

brônquico de pacientes com câncer de pulmão (Field et ai., 1999). Dos 43 

pacientes avaliados neste estudo, 15 (35%) confirmaram a mesma 

alteração observada no tumor também no lavado brônquico. Mesmo em 11 

de 47 (23%) pacientes sem evidência citológica ou radiológica de neoplasia 

brônquica, estas alterações também foram encontradas. Estes últimos 

resultados são bastante curiosos pois podem indicar uma detecção de 

clones celulares que poderão formar um tumor, já que estes indíviduos 

fazem parte de um grupo de risco de desenvolvimento de câncer de pulmão 

e podem estar apresentando efeitos de campo de cancerização pulmonar. 

Alguns trabalhos mostram a detecção de alterações em fluidos 

corporais de pacientes com tumores de estadiamento inicial (estadiamentos I 

e 11) (Chen et ai., 1999), apesar da maioria dos casos apresentar alterações 

em estadiamentos avançados (Nawroz et ai., 1996; Chen et ai., 1996). Os 

trabalhos que demonstraram a detecção de DNA tumoral em fluidos 

corporais estão sumarizados na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Detecção de alterações em MS em fluidos corporais 

Fluido 
N° LOH no N° Controles 

Corporal N° Casos N° Ms Fluido Normais Referência 
Corporal 

Urina 25 13 19/20 {95°/o )a 5 
(Mao et ai., 1996) 

Urina 
21 20 

18/20b {90o/o) 
10 

(Steiner et ai., 
10/11c {91°/o) 1997) 

Lavado 50 15 3/22d {14o/o) Ausentes 
(Ahrendt et ai., 

brônquico 1999) 

90 12 
15/43e {35°/o) 

Ausentes 
(Field et ai., 

11/47f (23°/o) 1999) 

Lavado (Miozzo et ai., 
brônquico e 51 4 25/51 {49°/o) Ausentes 1996) 

escarro 

a - Apenas 20 dos 25 pacientes com suspeita de câncer de bexiga, confirmaram o 
diagnóstico. 

b- Um dos 21 casos avaliados não dispunha de urina coletada antes da resecção 
cirúrgica. 

c - Onze dos 20 pacientes foram acompanhados em monitoramento de recidiva por 
26 meses. 

d - Uma das 23 amostras de lavado brônquico não foi passível de amplificação. 

e - 43 pacientes com câncer de pulmão. 

f- 47 pacientes sem evidência citológica ou radiológica de câncer de pulmão. 
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1.8 Análise de alterações em microssatélites em fluidos corporais de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço - possíveis implicações 

diagnósticas 

Os dados anteriormente citados sobre o encontro de DNA mutado no 

plasma, sugerem que este pode estar associado com muitas, senão todas 

as malignidades que exibem alterações somáticas. Estes trabalhos, 

enquanto que recentes e provocativos, são ainda preliminares e indicam 

somente a possibilidade de utilizar as alterações em microssatélites para o 

diagnóstico de câncer. Alguns problemas podem existir no desenvolvimento 

de testes diagnósticos e de rastreamento para cânceres em estadiamentos 

iniciais, pois aparentemente as alterações no DNA tumoral que poderiam ser 

observadas no plasma tenderiam a se correlacionar com o estadiamento 

avançado da doença (Nawroz et ai., 1996). Estas associações ainda não são 

exatas, mas se o DNA for liberado por células pré-cancerosas e tumores 

recentes, e se novos trabalhos nesta área forem confirmados utilizando 

marcadores tumor-específicos, então o DNA no plasma pode se tornar um 

alvo para testes de diagnóstico e prognóstico (Bevilacqua et ai., 1998; 

Mulcahy et ai., 1996a). 

A presença de células cancerosas em fluidos corporais, como nos 

casos de urina em câncer de bexiga (Steiner et ai., 1999) e lavado brônquico 

em tumores de pulmão (Field et ai., 1999), também surge como uma 

alternativa no desenvolvimento de testes clínicos de diagnóstico do câncer. 

Como citado anteriormente, os melhores resultados de detecção tumoral 

utilizando marcadores de microssatélites foram obtidos nos trabalhos 
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mostrando a presença de células de tumores de bexiga em urina de 

pacientes com tumores primários e com recidiva (Ma o et ai., 1996; Steiner et 

ai., 1997). O enriquecimento de células tumorais presentes nestes materiais 

biológicos foi superior aos trabalhos similares utilizando plasma ou soro para 

a detecção de DNA tumoral circulante (Chen et ai., 1996; Nawroz et ai., 

1996). 

Já que o encontro de alterações moleculares no sangue e em fluidos 

corporais representa um possível método diagnóstico pouco invasivo, 

analisamos esta possibilidade no contexto do câncer de cabeça e pescoço. 

Com o diagnóstico precoce seguido da excisão de lesões cancerosas ainda 

nos estadiamentos iniciais, é possível tratar o câncer sem a agressividade 

de uma intervenção cirúrgica de grande porte com a possibilidade de um 

melhor prognóstico, menor custo e melhor resultado funcional (Ciark, 1978). 

Além disso, células tumorais podem persistir ao redor das margens 

cirúrgicas, no local onde o tumor primário foi removido (Califano et ai., 1996). 

A detecção destas alterações pode determinar se toda a massa tumoral foi 

realmente removida após a intervenção cirúrgica. O monitoramento periódico 

dos pacientes portadores de alterações nestes marcadores tumorais poderá 

também permitir a detecção de sinais de recorrência recente, ou alertar 

sobre a presença de doença residual em locais distantes dos sítios originais 

do tumor. Por todas estas razões, a possibilidade de detectar alterações 

tumorais (tais como LOH) em fluidos corporais, é de grande potencial no 

desenvolvimento de testes diagnósticos do câncer. 

. . ; ~- . -. - ·- - ·-., .. ·. ·-t ··- · - --- - - -~ - m·--·-- -.--. ·· :- ·--
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1.9 Câncer de cabeça e pescoço 

O câncer de cabeça e pescoço é uma doença crônica, e o seu estágio 

sub-clínico pode durar muitos anos. Mundialmente, o câncer de cabeça e 

pescoço é o sexto em prevalência, representando cerca de 5% de todos os 

tumores malignos, com uma projeção mundial de mais de 500 mil novos 

casos diagnosticados anualmente (Schantz et ai., 1997). Os cânceres de 

vias aerodigestivas superiores, ocorrem com maior frequência no sexo 

masculino e nas faixas etárias acima de 60 anos de idade (Boring et ai., 

1994; Spitz et ai., 1994). Este perfil de ocorrência vem mudando, devido ao 

aumento crescente de consumo de álcool e fumo pelas mulheres. As taxas 

de incidência de cânceres de vias aerodigestivas superiores em países não-

desenvolvidos são superadas somente pelas do câncer do colo uterino (Muir 

e Parkin, 1985). 

Segundo estimativa do INCa (Instituto Nacional do Câncer), é 

esperada a ocorrência de 7.350 casos de neoplasias malignas de cavidade 

oral (incluindo somente tumores de lábio, língua, gengiva, soalho de boca, 

mucosa jugal e palato) por ano, o que as coloca no Brasil como quinto 

câncer mais incidente na população masculina e o sétimo, na população 

geral (Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria Nacional de Assistência a 

Saúde. Instituto Nacional de Câncer, 1999). No Hospital do Câncer A. C. 

Camargo, segundo dados do Registro Hospitalar de Câncer, relativos ao ano 

de 1994, os tumores de cavidade oral representam 6,3°/o dos 2.843 casos 

novos admitidos neste ano, superando no sexo masculino os cânceres de 

pulmão, próstata e pele. A sobrevida dos pacientes com câncer de cabeça e 
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pescoço é das menores quando comparada com outros tipos de tumores e, 

apesar do desenvolvimento de novas técnicas cirúrgicas e novas 

abordagens terapêuticas, não mudou muito nos últimos vinte anos (Schantz 

et ai., 1997) 

Estudos epidemiológicos sugerem uma forte associação entre 

consumo prolongado do fumo e do álcool e a carcinogênese do trato 

aerodigestivo superior (Franceschi et ai., 1990). A exposição a estes fatores 

de risco está associada a 95% dos casos destas neoplasias (Biot et ai., 

1988). Outros fatores como hábitos alimentares (Pintos et ai., 1994; de 

Stefani et ai., 1988), exposição a agentes químicos (Wargovich e lmada, 

1993), susceptibilidade genética (Sato et ai., 1999) e infecção por vírus 

(Cattani et ai., 1998) também atuam como predisponentes ao aparecimento 

de alguns dos tumores que ocorrem nesta região. 

O tratamento padrão envolve cirurgia e radioterapia, sempre com 

resultados de sofrimento físico e psicológico, por causa da natureza 

mutilante de muitas destas cirurgias (Ciark, 1978). A quimioterapia tem sido 

avaliada em triagens clínicas, e a resposta ao tratamento é variável. A 

combinação 5-fluorascil e cisplatina é comumente utilizada como terapia 

neo-adjuvante, em associação com radioterapia ou cirurgia, e sua eficácia 

tem sido demonstrada em 50°/o dos casos. Os parâmetros clínicos nem 

sempre são suficientes para predizer se os tumores vão ou não responder a 

quimioterapia, e nenhuma correlação foi observada entre o estadiamento 

tumoral ou a localização tumoral e a sensibilidade ao tratamento (Saunders, 

1997). O melhor conhecimento das alterações moleculares pode ajudar na 

. . ·~ç -' .. 
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classificação de tumores de HNSCC e pode influenciar em um tratamento 

mais eficaz dos pacientes. 

1.1 O Análises de alterações genéticas em Câncer de Cabeça e Pescoço 

Infelizmente, na atualidade ainda não são conhecidos todos os 

múltiplos eventos moleculares envolvidos na gênese e progressão de 

carcinomas de vias aerodigestivas superiores. (Chammas et ai., 1991; 

Sidransky, 1995; Nagai, 1999). Entretanto, a ativação somática dos prato-

oncogenes (ras, myc, c-erb-B-2) e inativação somática ou germinativa de 

genes supressores de tumor (p53, Rb) são relatadas em percentagens 

variáveis neste tipo de tumor (Brachman, 1994; Spitz et ai., 1994). Cerca de 

50% dos HNSCC possuem p53 mutado, sendo estas mutações mais 

comumente observadas em fumantes (Brennan et ai., 1995). Em estudos 

comparando fumantes e não fumantes, mutações em p53 são muito mais 

frequentes entre aqueles pacientes que fazem uso de álcool e fumo (Somers 

et ai., 1992). Existem portanto, evidências moleculares para a teoria de 

campo de cancerização (Siaughter et ai., 1953), onde os carcinógenos 

afetam as células através de danos causados ao DNA que vão se 

acumulando na mucosa constantemente exposta aos agentes 

carcinogênicos, desencadeando o câncer (Lydiatt et ai., 1998). 

São relativamente poucos os trabalhos que relatam a instabilidade em 

microssatélites em câncer de cabeça e pescoço. Entretanto, relatos 

independentes indicam que entre 7%> e 30°/o dos casos exibem instabilidade 

(Field et ai., 1995a) Estes trabalhos não encontraram correlação entre a 
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presença de instabilidade e fatores clínicos como idade do diagnóstico, 

estadiamento do tumor ou mutação em p53. 

A detecção de LOH pela análise de microssatélites mostra que neste 

tipo de câncer esta alteração é mais frequente que a instabilidade de 

microssatélites (Nawroz et ai., 1994 ). O espectro de perda cromossômica 

aumenta progressivamente em cada passo histopatológico, desde a 

hiperplasia benigna, passando pela displasia, até o carcinoma invasivo in 

situ (tabela 5). Áreas adjacentes do tecido com aparência histopatológica 

diferente, possuem algumas alterações genéticas comuns, mas áreas mais 

avançadas histopatologicamente exibem alterações genéticas adicionais 

(Califano et ai., 1996). Em HNSCC, assim como demonstrado para câncer 

cólon-reta!, os genes supressores de tumor parecem ter um papel central na 

progressão tumoral e algumas áreas de perdas alélicas se correlacionam 

com a progressão histopatológica do câncer (Field et ai., 1995b). A perda da 

região 9p21 onde o gene supressor de tumor p16 se localiza é uma das 

alterações genéticas mais precoces em HNSCC (van der Riet et ai., 1994 ), 

provavelmente norteando o processo de malignização. Vinte por cento das 

lesões benignas apresentam LOH nesta região, seguida de 57°/o dos casos 

de displasia, 80°/o dos casos de carcinoma invasivo e 73°/o dos casos de 

doença invasiva. Outra alteração bastante comum é a perda da região 3p21, 

sugerindo a presença de pelo menos um gene supressor de tumor nesta 

região. Perdas alélicas da região de 17p são consistentes com os achados 

de mutações em p53 em metade dos HNSCC. A perda da região de 13q 

presente em 50% dos tumores também é coerente com a inativação de RB, 

I 1 • t 7 • ; 
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que se localiza nesta região cromossômica. A inativação de p53 e RB 

parecem estar associadas a um pior prognóstico em HNSCC, pois são mais 

frequentemente notadas em estadiamento avançado dos tumores (Califano 

et ai., 1996). Em um recente trabalho, a presença de LOH na região de 

11 q23 , presente em 25o/o dos casos demonstrados, foi associada com a 

recorrência ou persistência dos tumores (Lazar et ai., 1998). Especula-se 

que a este comportamento tumoral esteja relacionado à resistência deste 

sub-grupo de tumores à quimioterapia. Apesar de nesta mesma região 

haverem relatos sobre a amplificação do gene da ciclina 01, esta alteração e 

a inativação de p53 não foram correlacionadas à presença de LOH. 
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Tabela 5 - Detecção de LOH nos diferentes estadiamentos histopatológicos de 
HNSCC (Califano et ai, 1996). 

Locus Hiperplasia Carcinoma in Carcinoma 
cromossômico escamosa Displasia 

situ invasivo 
benigna 

9p21 8/35 (20o/o) 17/30 (57°/o) 17/21 (80o/o) 54/7 4 (73o/o) 

3p21 5/31 (16°/o) 15/29 (52°/o) 12/20 (60°/o) 18/27 (67°/o) 
17p13 4/35 (11 °/o) 1 0/30 (33°/o) 9/17 (47°/o) 34/62 (55°/o) 
11q13 2/34 (6°/o) 9/31 (29°/o) 8/20 ( 40°/o) 14/23 (61°/o) 
13q21 1/32 (3°/o) 9/28 (32°/o) 7120 (35°/o) 31/60 (52°/o) 

14q31-32.1 1/31 (3°/o) 7/30 (23°/o) 6/19 (32°/o) 32/73 ( 44 °/o) 
6p 3/34 (8°/o) 6/29 (20°/o) 4/21 (19°/o) 9/24 (38°/o) 
8q 11/31 (3°/o) 6/28 (21 °/o) 4/20 (20°/o) 1 0/26 (38°/o) 
8p 4/28 (14°/o) 3/24 (13°/o) 4/19 (21°/o) 8/20 ( 40°/o) 

4q26-28 1/26 (4°/o) 2/23 (9°/o) 4/19 (21°/o) 30/64 ( 4 7°/o) 

Portanto, em HNSCC assim como observado em outros tipos de 

tumores, é necessário um grande acúmulo de alterações genéticas para o 

desencademento do câncer, sendo que estas mutações estão intimamente 

relacionadas à exposição aos agentes carcinogênicos presentes 

principalmente no tabaco. Além disso, e de grande relevância neste presente 

estudo, alterações em microssatélites principalmente LOH são 

frequentemente observadas em tumores de cabeça e pescoço. 
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2. OBJETIVOS 

• Implantar e disponibilizar a metodologia de análise automatizada de MS, 

utilizando oligonucleotídeos fluorescentes em sequenciador semi-

automatizado de DNA. 

• Comparar o perfil de microssatélites entre linfócitos e tecido tumoral de 

1 00 pacientes portadores de câncer de cabeça e pescoço. Quando 

alterações moleculares forem detectadas no tumor de um paciente, em 

pelo menos um dos locí de microssatélites analisados, avaliar o encontro 

da mesma alteração no plasma. 

• Correlacionar os resultados moleculares com os dados clínicos do 

paciente (tais como estadiamento tumoral, sobrevida, entre outros). 

• Avaliar a possibilidade de detecção de células tumorais ou DNA tumoral 

livre circulante como ferramenta de diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento de tratamento médico e cirúrgico do câncer de cabeça e 

pescoço. 
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PARTE 11 

3. ARTIGOS 

Esta Dissertação de Mestrado está formatada de acordo com a sa 

Norma Geral do Regimento Interno da Pós-Graduação do Hospital do 

Câncer Fundação Antônio Prudente, que consiste da apresentação 

alternativa de artigos científicos publicados ou aceitos para a publicação em 

revista indexada, assim como manuscritos submetidos à publicação e 

previamente avaliados pela Comissão de Pós-Graduação da mesma 

instituição. 
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3.1 - Resumo do Artigo 1 publicado no livro de trabalhos do 1st World 

Congress on Head and Neck Oncology (Madrid, Espanha. 29 de 

Novembro a 3 de Dezembro de 1998) 

Este trabalho apresenta nossos primeiros resultados da detecção de 

DNA tumoral circulante no plasma de pacientes com HNSCC avaliados com 

os loci de microssatélites D2S123 e 0138308. Dos 102 pacientes avaliados, 

18 (20°/o) apresentaram LOH e/ou MSI no tumor, e 7 (39°/o) destes mesmos 

confirmaram as mesmas alterações no plasma. A LOH foi a alteração mais 

frequentemente observada, sendo que apenas um único caso apresentou 

uma MSI. Uma amostra de estadia clínico 11 mostrou-se alterada no plasma, 

sendo que o restante dos casos que apresentaram alterações no plasma 

eram de estadia avançado (111 e IV). Estes resultados preliminares 

confirmaram o enriquecimento de DNA tumoral livre circulante no plasma de 

pacientes com HNSCC, e nos encorajaram a continuar as análises com 

outros marcadores de microssatélites. 
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SUMMARY 

Squamous cell carcinoma of the Head and Neck (HNSCC) is the sixth most 
frequent cancer worldwide. Microsatellite DNA alterations have been reported to be 
important features of this tumor. Using a semi-automated laser fluorescence-based 
electrophoresis system, we have analysed paired tumor and lymphocytes DNA from l 02 
Brazilian patients with HNSCC. using two microsatellites loci: D2S 123 and D 13 S308. 
The results showed that 19.6o/o of samples displayed loss of heterozygosity (LOH) in at 
least one locus. The presence of new alleles was observed in a single case. When 
comparing normal and tumor tissues. the presence of DNA alterations enabled the 
investigation of the presence of tumor DNA in body fluids. When investigating the 
presence o f tumor DNA in the plasma o f 18 patients, we found the same DNA alterations 
observed in the tumor tissue in the plasma of 7 (39o/o) cases. In the majority of cases 
were tumor DNA was found in the plasma, the patients had advanced stages of the 
disease (T3NOMOrr4NOMO). 

Copyright 1998 by Monduzzi Editore S.p.A.- Bologna (ltaly) 

1st World 
Congress on 

HEAD ANO NECK 
ONCOLOGY 

Madrid. Spain 
29 November·3 December 

1998 

1193 



1st World 
Congress on 

HEAD AND NECK 
ONCOLOGY 

Madrid, Spain 
29 November-3 December 
1998 

1194 

INTRODUCTION 

During the process of malignant transformation. a tumor requires increased 
nutrient uptake, the adjacent areas are destroyed and many peripheral cells of the tumor 
mass are killed promoting a high turno ver a! the borders o f the tumors. A consequence o f 
this cell destruction, as demonstrated by Leon et a!. 1977 ( 6), is the presence o f free 
tumor DNA in serum of patients with many types of cancers. Many years later, using 
more powerful tools, se\leral investigators have studied the presence of altered tumor 
DNA in body fluids. such plasma, stool or urine (7). In these studies, alterations such 
point mutations in p53 in oral carcinoma (2), mutations in K-ras in colon cancer (5), 
alterations in microsatellites in lung cancer ( 4) o r in head and neck squamous cell 
carcinoma (HNSCC) (9) were detected. The detection of molecular alterations in body 
tluids using DNA microsatellites may represent a possible new diagnostic method, 
significantly less invasive than others in current use. 

Microsatellite analysis is a simple and important altemative for the detection of 
molecular alterations seen in cancer cells. Studies of bladder cancer demonstrated the 
detection of 90o/o of recurrence cases by microsatellite analysis of DNA present in the 
urine of these patients, with two cases where the tests has positive some months before 
conventional tem ( 11 ). 

Microsatellites markers are altered in many tumor types and some Zoei are more 
frequently modified in some specific tumors (8). The ongoing identification of new 
markers may culminate with the establishment of new clinicai tests, for use in 
populations at high risk of disease development, for prognosis and also for detection of 
tumor recurrence. The development of such tests, requires the use of sensitive and 
specific methodologies. Semi-automated or automated analyses of microsatellite 
represent good altematives for this purpose, as they permit the development of 
simultaneous assessment of many patients and multiple loci, with the results being 
available immediately following electrophoresis ( 13 ). 

The prognosis of patients with Head and Neck cancer is poor when compareci to 
that of patients with many other tumor types. In the last twenty years, even the 
development of new surgical teclmiques or novel therapeutic approaches, have not 
contributed significantly to a increased survival o f HNSCC patients ( 12 ). Surgi cal 
intervention, combined with radiotherapy and sometimes with chemotherapy, still 
constitutes the most frequent approach. Surgical resections frequently are aggressive. 
The possibility of early diagnosis and excision of cancerous lesions at early stages opens 
up the possibility of treating the cancer with less radical surgery as well as better 
prognos1s. 

MA TERIALS AND METHODS 

Sample collection and DNA preparation. 
One hundred-two primary tumors were obtained from surgical resections after 

prior informed consent · by the patients. All the tumor tissues were analysed for 
histopathological staging. From the same patients, blood lymphocytes (used as normal 
corresponding controls) and plasma samples were also collected. Ali these samples were 
kept frozen at -70C 0 until required. For DNA extraction, the solid tissues and the pellets 
o f lymphocytes were incubated in TE buffer (Tris 1 O mM pH8.0. EDT A 1 m.M), plusSDS 
(0.5o/o) and proteinase K (20mg/ml) at 37C 0 overnight. The lysate was then extracted 
with phenol/cloroform. and the DNA recovered after ethanol precipitation using standard 
methods. To obtain the normal control DNA. about lO ml o f total peripheral blood were 
submitted to phicoll-hypaque gradient centrifugation. and the DNA extracted from the 
lymphocytes as described for the surgical specimens. The DNA was also extracted from 
0.6 to 1.0 ml of plasma samples, using the k.it GlassMAX®-Gibco/BRL as described by 
the manufacturer. 
Microsatellite analysis. 

Two microsatellite markers were used in this study: D2S 123 (CA repeat) and 
O 13S308E (CAT repeat). The primers were obtained from Genosys!USA and their 
sequence is as follows: D2Sl23( F) 5' AAACAGGATGCCTGCCTTTA J'and (R) 
s·GGACTTTCCACCTATGGGAC 3·~ Dl3S308E (F) 



5'AGCTTGAATAAAGTGCCCACG 3' and (R) 5'GCATGTTGTCCTTAAAGCCCC 
3 '. The forward primer o f each set was labelled with Cy5, for use in semi-automated 
sequencer ALF-Express™ (Amershan-Pharmacia). PCR amplification was performed 
with 5ng o f template DNA, in a 1 Oul reaction volume. Each PCR reaction consisteci o f: 
0.125 mM o f cieoxynucleotide triphosphate ( dNTP), 1 O mM Tijs-Cl (pH 8.3 ), 1.5mJ'v1 
MgC12. 0.1 U of Taq DNA polymerase (Gibco/BRL), anci 5 pmols of each 
oligonucleotide pair. The cycling program coq.sisted o fone cycle of denaturation at 95°C 
for 5 min, 30 cycles at 95°C for 45 sec';"arliiealing at 56°C (D2S 123) or 60°C 
(D 13S308E) for 1 min, anci extension at 72°C for 1 min. After the last cycle, a fmal 
extension step at 72°C for 5 min was ilhdertaken. The electrophoresis of PCR products 
was performed on 6o/o denaturing polyacrylamicie gels (Reaciy Mix/ Amersham
Pharmacia) anci the results were analyseci using the software Allele LinksTM. 

RESUL TS AND CONCLUSIONS 

The average amount o f DNA obtaineci was 8.1 ).lg in the tumor samples anci 4.8 
).lg in the normal control. The DNA obtaineci from plasma was not sufficient to be 
quantifieci using stanciarci techniques. 

Microsatellite alterations consisteci o f the presence o f new alleles in the tumor or 
plasma cieriveci DNA when compareci with normal controls (shift), or when the intensity 
of the peak of one of the alleles was reciuceci by more than 50o/o (LOH). The tumor 
samples that showed shift or LOH for these toei, were also tested for the presence of the 
same alteration in the plasma. All the alterations were confirmed · in triplicate 
independent reactions (Fig.l ). 

Jl\ - ~J\. __ -N 

_l!L -T 

__;ll_ -P 

Fig.l - Semi-automateci microsatellite analysis. The curves corresponciing to: (N) normal 
sample, (T) ·tumoral sample anci (P) plasma sample of the same patient. The arrows 
inciicate LOH in lower allele of D2SJ23. 

For the locus D2S123, in 102 evaluated samples, 8 (7.8o/o) showed LOH. and 
none showeci shifts. Two of these 8 samples. showeci the same alterations in plasma. 
confirming the presence of circulating tumor DNA in 25o/o of the cases. For the locus 
D 13 S308E, 12 ( 11. 7o/o) o f 102 samples, presenteci LOH anci just one ciisplayeci a shift 
that was also confll1Tleci in plasma. Of 12 samples with LOH, 4 (33.3o/o) showeci the 
same profile in plasma. . ... 

When taking together, o f the 20 ( 19.6o/o) samples that ciisplayeci LOH at one or 
both of the two loci analyseci, we coulci cietect tumor DNA in 7 (39o/o) plasma samples 
(Table 2). It is important to highlight that these results were obtained with microsatellite 
loci that have not been reporteci to be frequently altereci in HNSCC. 

When these preliminary results are compareci with the work of Nawroz et a!. 
1996 (9), we note that the number o f samples in this present stuciy is almost tive times 
hiohPr l-frn.vP\!Pr {)llr work is still in nrosrress anci the number of microsatellite loci 

1st World 
Congress on 

HEAD ANO NECK 
ONCOLOGY 

Madrid, Spain 
29 November-3 December 

1998 

1195 



1st World 
Congress on 

HEAD ANO NECK 
ONCOLOGY 

Madrid, Spain 
29 N~mber-3 December 
1998 

11 Qf\ 

Table 1 -Compara tive Table 

Number of Number of o/o o f altered 
analyzed evaluated Sample o/o of 

samples in 
samples samples composition LOH/Shift 

plasma 
in Tumor 

" 40o/o 
(TI, T2) 

88o/o O o/o 

8/20 
718 017 

Nawroz, et 20 12 60o/o 
83o/o 60o/o ai (9) ( T3, T4) 
10/12 6110 

12/20 

27% 14% 25o/o 
(T1, T2) 4/28 1/4 
281102 

Work in 102 02 73o/o 
progr~ss (T3, T4) 20o/o 47o/o 

741102 15/74 7115 

analysed is small. 
This study is consistent with previous fmdings confirming the enrichment of 

tumor DNA in plasma o f HNSCC patients (9). Simi1arly as with the results o f others, the 
majority of the altered plasma derived samples derive from patients with advanced 
disease. Nevertheless the detection o f tumor DNA in one case o f early-stage o f disease 
was observed. This kind of results encourages us to continue in analysis with other 
markers located in regions described to be more frequently altered in HNSCC. 

The loss of chromosomal regions in 9p21 -22 and 3p are very frequent in head 
and neck lesions, and these events are more observed in initial stages of disease (8). 
Other allelic !asses such as the inactivation of the second allele of p53 are also frequent 
(3). Using microsatellites markers for these regions. new instances of detection of tumor 
DNA in plasma o f patients with early stage disease may appear, opening a possibility o f 
early diagnostic. 

The release of tumor DNA may also facilitate identification of recurrence in 
patients with high risk of developing secondary tumors, or to indicate the presence of 
undetected metastasis or response to therapy ( 1 0). Such possibilities can be tested 
following the development o f microsatellite panels, containing markers that were altered 
at different stages o f HNSCC. 

Table 2 - Sample analysis with the first two loci 

Lo cus 
Number of 

SHIFT 
LOH Tumor DNA in 

samples (s; 50°/o) plasma 

D2S123 102 O o/o 8 (7.84o/o) 2 (25%) 

EST444 102 1 (0.98o/o) 12 (11.7o/o) 5 ( 42°/o) 

TOTAL 102 1 ( 0.98°/o) 
20-2* = 18 7 (39%) 
(17.6%) 

* -S::tmnles altered at both loci. 
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3.2 - Resumo do Artigo 2 submetido à publicação na revista: 

"lnternational Joumal of Cancer" 

Avaliamos neste trabalho amostras de 91 pacientes com HNSCC 

utilizando oito loci de microssatélites altamente polimórficos. Todos os 

pacientes que apresentaram LOH ou MSI nos tumores tiveram o plasma 

testado para esta mesma alteração. Dos 91 pacientes testados, 58 (64o/o) 

apresentaram LOH ou MSI no tecido tumoral, sendo que 18/58 (31 %) 

apresentaram esta mesma alteração no plasma. A presença de DNA tumoral 

no plasma não mostrou nenhuma correlação estatística com os parâmetros 

clínicos dos pacientes, sugerindo não ter significado prognóstico. No 

entanto, a detecção destas alterações no plasma, se mostrou independente 

do estadia clínico, sugerindo o potencial do encontro de DNA tumoral 

circulante no diagnóstico precoce de pacientes com HNSCC. 

Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 
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Summary 

A series of eight microsatellite loci were assayed for both loss of 

heterozygosity and new mutated alleles in 91 head and neck squamous cell 

carcinomas. In 58 cases alterations were detected and used as markers for assaying the 

presence of circulating tumor derived DNA in the patients' plasma. This was 

unambiguously detected in 18 cases. The probability of detecting circulating DNA 

was found to be independent o f tumor stage and was found to be present even in some 

individuais with stage I tumors. The presence of such DNA, however, was not found 

to correlate with disease outcome or other significant clinicai parameters suggesting 

that it has no prognostic significance. This suggests that circulating tumor derived 

DNA could be used as a means of early diagnosis ofhead and neck tumors. 
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Introduction 

Head and Neck squamous cell carcinomà (HNSCC) is the eighth most 

common malignancy in Brazil with oral cancer alone likely to account for 

approximately 8.000 new cases in 2000 (Brasil. Ministério da Saúde., 1999). The 

diagnosis of HNSCC, based mainly on anamnests, clinicai examination, 

histopathological analysis and early detection of primary or recurrent tumors, is 

crucial for successful treatment. Improved diagnosis is likely to come from the further 

exploitation of molecular markers that may result in individualized diagnostic assays, 

or altemative screening assays of low invasiveness but high specificity and sensitivity 

(Sidransky, 1997). 

Allele losses at microsatellite markers, usually taken as being indicative of 

tumor suppressor gene inactivation, are features of most cancers and are particularly 

common in HNSCC (Nawroz, et ai., 1994). Such losses are detectable in tumors 

using simple molecular methodologies such as PCR due to the clonal nature of the 

tissue where are the malignant cells carries the same deletion. It is also possible to 

detect microsatellite allele loss in body fluids such as urine, bronchial lavage, blood, 

etc, (Mao et ai., 1996) (Field et ai., 1999) (Hibi et ai., 1998) if at least 50% of the 

DNA extracted is tumor derived, and thus clonal, avoiding the loss being masked by 

DNA from normal cells in the sample. Thus, microsatellite allele loss is a possible 

route of tumor detection without necessarily requiring direct biopsy material. 

Microsatellites can also be mutated in tumors leading to the creation o f new alleles, a 

phenomenon referred to as microsatellite instability or MSI. Such allele gains, 

although less frequent than losses in HNSCC (Ishwad et ai., 1995) (Field et ai., 1995), 

are additional powerful tumor markers since the extra allele can be detected when 

present in as little as 10% ofDNA in a sample (Simpson, 1997). 
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There are now a number of reports of the use of microsatellite alterations to 

detect tumor derived DNA circulating in the plasma or serum of individuais with a 

number of different cancers including lung, HNSCC, breast and kidney (Sozzi et ai., 

1999) (Nawroz et ai., 1996) (Silva et a/., 1999) (Goessl et ai., 1998). Blood testing 

would represent a particularly attractive approach to cancer screening and diagnosis 

and the growing evidence of the presence of circulating DNA consisting almost 

entirely of tumor derived material, in at least some patients, merits extended and 

detailed investigation (Bevilacqua et ai., 1998). 

To date, plasma derived HNSCC DNA has only been reported within a small 

study consisting of 21 patients precluding any detailed analysis of the frequency or 

significance of this finding (Nawroz et ai., 1996). We here report a study of 91 

patients using eight polymorphic microsatellite markers that exhibited at least one 

instance of allele loss or allele mutation in 58 of the cases and resulted in the 

unambiguous detection o f circulating tumor derived DNA in 18 (31%) instances. This 

included a number of patients with early stage disease. These data significantly extend 

those available on the occurrence and detection of circulating tumor derived DNA in 

HNSCC patients and confirms that such material can be present even in patients with 

early stage tumors. 
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Materiais and Methods 

Ali samples were obtained from patients presenting at the Hospital do Câncer 

A.C.Camargo, São Paulo, following their expressed informed consent. As controls, 

we tested lymphocytes and plasma from 40 healthy volunteers. 

Sample collection and DNA preparation - All tumor samples collected at 

surgery were submitted to histopathological analysis to confirm clinicai diagnosis, and 

that they contained at least 60% o f tumor cells. F o r each patient, ten milliliters o f 

blood were collected in EDT A and lymphocytes and plasma were separated using 

Ficoll-Hipaque gradients. For DNA isolation lymphocyte and tumor samples were 

digested with Proteinase K and SDS 10%, followed for phenol-chloroform extraction 

and ethanol precipitation. Six hundred microliters of plasma were collected for DNA 

extraction using the GlassMax® DNA isolation Spin Cartridge System (Gibco/BRL). 

Stock DNA solutiqns were spectrophotometry quantified (Spectronic-Genesys 2) and 

5 ng were used as PCR templates. 

Clinicai parameters and statistical analysis - The following parameters were 

obtained from the medicai records o f the 91 patients studied: sex, age, race, smoking 

history, alcoholism, familial history of cancer, tumor site, type of treatment, 

recurrence and second primary tumor. These clinicai data were correlated with the 

molecular results for statistical analysis using Fisher' s exact test with a confidence 

interval o f 95%. 

Microsatellite analysis - Eight microsatellite markers were analyzed in this 

study: D2S123, D13S308E, D5S1501, DIS3721, D12S1052, D17S974, D17S1294 

and D13S800. The PCR primers were obtained from Genosys/USA or Research 

Genetics/USA. The forward primers for the D2S123 and D13S308E were labeled 

with Cy5, for use with the ALF-Express DNA sequencer (Amersham-Pharmacia). 
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The remaining forward primers were labeled with F AM o r TET for use with the ABI-

377 Prism DNA sequencer (Perkin-Elmer). Each PCR was performed in a final 

volume o f 1 O ~1 containing: 5ng o f DNA from normal, tumor o r plasma samples; 0.25 

mM of dNTPs; 10mM Tris-HCl (pH 8.3); 1.5 mM MgCb; 0.5 U of Taq DNA 

polymerase ( Gibco/BRL) and 2 pmol o f each oligonucleotide primer. The cycling 

program consisted of a first denaturation step at 95°C for 5 mins, followed by 30 

cycles at 95°C for 45 secs, annealing at 56 to 60°C for one min and extension at 72°C 

for 1 min. A final extension step at 72°C for 5 mins was undertaken. The 

electrophoresis of PCR products derived from D2S123 and D13S308 loci were 

performed on 6% denaturing polyacrylamide gels (Ready-Mix/ Amersham-Pharmacia) 

and the results were analyzed using Allele Links 2™. The PCR products derived from 

the remaining loci were evaluated on 6% denaturing polyacrylamide gels (Long 

Ranger Singel Packs/FMC) and analyzed using Genescan TM. A reduction o f at least 

50% in the intensity of the amplification signal at a given allele, in comparison with 

the signal from normal DNA, was taken as representing LOH in a tumor or plasma 

derived DNA sample. Ali instances in which LOH was detected in tumor samples 

were confirmed by repetition of the amplification. Plasma samples were tested in 

triplicate reactions. They were only scored positive for LOH when identical losses 

were detected in ali three replicates. 
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Results 

The tumors tested were derived from different sites with the majority being 
" 

oral tumors. Eighty-one percent o f the cases exhibited advanced clinicai stages ( stages 

III and IV) and 19% initial clinicai stages (stages I and II). 

Among the 91 tumors analyzed with the eight microsatellite markers, 58 

(64o/o) showed LOH and/or MSI in at least one locus. There was no correlation 

between the site o r stage of the tumor and the presence o r frequency of microsatellite 

alterations. Of the 58 cases that exhibited microsatellite alterations in the tumor, 18 

(31%) also exhibited the same altered pro file in three independent amplifications from 

plasma derived DNA (Figure 1). Six of the cases where circulating tumor derived 

DNA was detected were classified as being stage I and II tumors (33%) and the 

remaining were from stages III and IV (66%) (Table1). These values are in proportion 

with those for the overall numbers o f cases with initial and advanced stage tumors. In 

54 of the tumors where microsatellite alterations were detected these were limited to 

LOH and in one sample both MSI and LOH were found. In only three instances was 

MSI present. Nevertheless, in each of these, the novel alleles were also detected in 

circulating plasma DNA. 

DNA extracted from lymphocytes or plasma of forty healthy normal controls 

was tested in triplicate by amplification at each of the eight loci being tested. In 30% 

of cases it was possible to reproducibly amplify DNA recovered from the plasma at 

each of the loci. However, even after re-extraction of some plasma samples, in the 

remaining 70% of controls no amplification of plasma derived DNA was achieved or 

altematively in only · one o r two o f the replicates was amplification achieved. In most 

cases of successful amplification the amplification profiles were identical with those 

derived from corresponding lymphocyte samples. In some cases, differences were 
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observed but these were never reproducible and were thus distinct from the altered, 

tumor derived DNA detected in cancer patients (Figure 2). 

The presence of tumor derived DNA was associated with the clinicai 

parameters and no statistically significant correlations were observed. 
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Discussion 

Within the tumor population sampled in this study, 64% exhibited LOH when 

eight microsatellite loci were assayed. Loss of heterozygosity was most frequently 

detected at D17S974 and D13S800, which is consistent with previous reports of 

frequent losses on chromosomes 13q21 and 17p13 in HNSCC (Nawroz et ai., 1994). 

We observed MSI in only three cases, a contrast in frequency with LOH again 

consistent with the observations o f others. The overall frequency of 3 altered alleles in 

1,456 tested, probably represents the background value for microsatellite alterations in 

repair competent cells rather than mismatch repair deficiency. 

In the only previous study of circulating tumor derived DNA in HNSCC 

patients (Nawroz et al., 1996), this was detected in 6 of 18 individuais who harbored 

tumors with either LOH or MSI that could be used as tumor markers. This value of 

3 3% was exactly reproduced with a significantly larger number o f patients in the 

present study. These data thus indicate that circulating tumor derived DNA is present 

in sufficient concentrations to pennit its detection by LOH in a lower percentage of 

patients that some other tumor types that have been studied. F o r example, using 

similar assays plasma or serum born tumor derived DNA was detected in up to 71% 

of lung cancer patients (Sozzi et ai., 1999), 43% of renal cancer patients (Goessl et 

ai., 1998) and 53% o f breast cancer patients (Chen, et ai., 1999) with tumors bearing 

altered microsatellite loci serving as tumor DNA markers. The data derived from both 

lung cancer and breast cancer patients have been confinned in independent studies 

indicating that the differences in the percentage of patients with different tumor types 

that have detectable· circulating DNA are typical and reproducible. As yet there is no 

information that would allow speculation as to the biological basis of these 

differences. It should be remembered, however, that the failure to detect circulating 

tumor derived DNA by LOH does not necessarily signify its absence as this assay is 
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highly insensitive and requtres that the majority of the DNA assayed be tumor 

derived. Thus, the data could be interpreted as indicating that HNSCC shed lower 

amounts of DNA into the serum than some other tumor types rather than its complete 

absence. Indeed, when only those head and neck tumors in both studies that exhibited 

MSI are considered, in six of eight (75%) circulating tumor derived DNA was 

detected. MSI is a much more sensitive marker than LOH since it represents the gain 

rather than loss of a marker and permits detection at least a ten-fold dilution. Thus, the 

future exploitation of circulating HNSCC DNA as a means of diagnosis or screening 

may depend on the identification o f more frequently occurring positive markers. 

In the present study we opted for scoring LOH in plasma derived samples 

positive only when this was observed in triplicate samples (Figure 1 ). This stringent 

criterion is necessary due to the extreme sensitivity of the fluorescence based 

detection system used (Hampton et ai., 1996). Since the presence of only a few DNA 

molecules may be detected by such PCR based assays, samples with very low 

amounts of DNA will still support amplification but the exact ratios of different 

alleles may be subject to Poisson distribution of individual DNA molecules bearing 

the two alleles resulting in variations in the subsequent ratios of PCR products that 

can be mistaken for LOH. This was clearly shown in our control samples where in 

several instances apparent LOH was detected but never reproduced in all three 

replicates. These considerations will not apply to less sensitive assays using 

radiolabelled primers rendering such repetitions unnecessary. It is noteworthy that the 

fluorescence based assay reported here and the earlier radiolabelled assay previously 

applied to patients with HNSCC yielded identical results in terms of the frequency 

with which circulating DNA was detected. The inconvenience of having to undertake 

replicates using the fluorescence based assay is more than compensated by the speed 
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and converuence of this approach as well as the ability to produce precisely 

quantitative comparison o f peak heights. 

The previous study of the presence of circulating tumor derived DNA in 

HNSCC patients indicated, in a small sample, that this was significantly correlated 

with more advanced tumors (Nawroz et ai., 1996). We have been unable to confirm 

this finding and indeed in our assay the chances of detecting circulating tumor derived 

DNA in early cases was more frequently observed than in advanced cases. Consistent 

with the lack of association with stage was our finding of a lack of correlation with 

other significant clinicai parameters including patient follow up. Thus, the presence of 

circulating DNA appears to be ofno prognostic significance in HNSCC. 

The finding that even with the insensitive tumor markers used here that 

circulating tumor derived DNA can be detected even in patients with stage I tumors 

shows that this approach could conceivably be exploited for the eventual development 

of diagnostic or even screening assays. Interestingly, similar findings have been 

reported with both breast (Chen et ai., 1999) and lung cancer patients (Sozzi et ai., 

1999) suggesting that general cancer screening based on circulating DNA could be 

possible. The most important step to achieve this goal would now be the identification 

of more sensitive approaches to the detection of circulating tumor DNA that do not 

required this to be in such high proportions. In addition, as the presence of circulating 

tumor derived DNA appears to be a general phenomenon, the identification of specific 

markers for different tumor types would be advantageous. A particularly attractive 

possibility to satisfy both requirements may lie in methylation specific PCR assays 

(Sanchez-Cespedes et ai., 2000). 
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Figure captions 

Figure 1 - The figure shows a paired amplification using lymphocyte (L) and 

t'umor derived DNA (T) from two patients analyzed with the locus Dl7S974. The 

detected LOH was also verified in triplicate amplifications of plasma samples from 

the same individuais. 

Figure 2 - Analysis of DNA derived from healthy individuais with the locus 

Dl3S800. The figure shows the analysis of lymphocyte control DNA (L) paired with 

a triplicate reaction using plasma (P) derived DNA. In the panel A., we observe a 

reduction in one o f the alleles (P 1) not observed in P2 no r in P3. In the panel B all the 

amplification profiles showed to be identical to the control DNA. 
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Table- Clinicai parameters and microsatellite analysis of tumor and plasma DNA alterations in 91 cases of HNSCC. 

D2SJ23 DJ3S308 D5SJ501 DJ2Sl052 DJS3724 D17S974 D17S1294 Dl3S800 
Patients Tumor Stage Tumor Site T p T p T p T p T p T p T p T p r 

1 T2NOMO Tonsil 
2 T3NOMO Larynx L 
3 T4N2MO Tonsil 
4 T1aNOMO Larynx 
5 T3N3MO Tonsil L L L 
6 T3NOMO Floor of the mouth L 
7 T3NOMO Larynx L L 
8 T3NOMO Tongue L 
9 T4N3MO Larynx L L L L L 
10 í T4N2bMO Larynx 
11 T3NOMO Larynx L L L 
12 T3NOMO Hard Palate M M L L L 
13 T3N1MO Tongue 
14 T4N3MO La_!YilX L 
15 T4NOMO Tonsil L 
16 T4N1MO Floor o f the mouth L L 
17 T4NOMO Floor of the mouth L L 
18 T3NOMO Pyriform sinus 
19 T3NOMO Hipopharynx 
20 T2N2aMO Tongue 
21 T2N2aMO Pharynx 
22 T1aN1MO Tonsil L L 
23 T4NOMO Hard palate L L L 

~=--~"S'P.'ti~l 

·~n ~ 

;: .~~ _..., ~~ ~ 
:r.-~~ I 

24 T3N2cMO Pyriform sinus L L 
25 T4N2cMO Floor o f the mouth 
26 T2N3MO Oropharynx L L 
27 T4N2cMO Tongue 
28 T4NOMO Tongue 
29 T2N2bMO Larynx L 

~ 

··: ~ 
. \ 

_,:·. 
: ( .. } 
' :~~ ;:· 

30 T1aNOMO LarytlX L 
I - --------------

--w."f"'".~.J 



--- -----

31 T4N3MO Pyriform sinus 
32 T4N2MO Hipopharynx L L L L L 
33 T3NOMO Tongue L 
34 T3NOMO Tongue 
35 T3N2cMO Tongue 
36 T4N2Bm0 Oropharynx L 
37 T4NOMO Floor o f the mouth 
38 T3NOMO Tonsil 
39 T2NOMO Floor o f the mouth L M M 
40 T3NIMO Retro molar L L L 
41 T4N2aMO Oropharynx L 
42 T4NOMO Retro molar L 
43 T4NlMO Pyrifonn sinus L L L 
44 T3N2cMO LarytLx 
45 T2NOMO Tonsil L L L 
46 TlNOMO Tongue L L 
47 T4N2MO Retromolar L L L L 
48 T4N2aMO Tonsil L L L L 
49 T2NOMO Lower gingiva L 
50 T4N2MO Tongue L L L L 
51 T2NOMO Tongue 
52 T2NlMO Tongue 
53 T4NOMO Tongue L L 
54 T2NOMO Pyrifonn sinus L L L L L L 
55 T2NlMO Tongue 
56 T3NlMO Pyriform sinus M M L 
57 T4NlMO Tongue L L L 
58 T2NOMO Tongue 
59 T2NOMO Floor of the mouth L L 
60 T3N2cMO Tongue L 
61 T4N2cMO Floor of the mouth L L L 
62 T3N2cMO Tonsil 
63 T3N3MO Tonsil L L L L L 
64 T2N3MO Tonsil 

' ' 



65 T4NlMO Floor of the mouth L L L 
66 T2NOMO Tonsil 
67 * Tongue L L L 
68 T4NOMO Lower gingiva L L L 
69 T4N2cMO Floor o f the mouth 
70 T3NOMO Tonsil 
71 T2NOMO Tonsil L L 
72 T3NlMO Retro molar 
73 TINO MO Floor o f the mouth 
74 T4N2aMO Tonsil L 
75 T2NOMO Floor of the mouth L 
76 T3N1MO Retro molar 
77 T3N2cMO Floor o f the mouth 
78 TlNOMO Floor of the mouth L L 
79 / 

I T4N2MO Floor o f the mouth L 
80 T4N1MO Pharynx 
81 T3NOMO Tonsil L L 
82 T4NOMO Upper gingiva L 
83 T3NOMO Retro molar L L 
84 T3N2aMO Gingiva 
85 T4N1MO Floor of the mouth 
86 T3NOMO Oropharynx L L 
87 TINO MO Larynx L L 
88 TINO MO Pharynx 
89 T2NOMO Larynx L L L L 
90 T3N2cMO Pyriform Synus L L L 
91 T4NOMO Floor of the mouth L L 

-

* -Tumor recurrence o f tongue, without clinicai stage o f primary tumor as the patient carne from another hospital. 
L- Loss o f heterozigosity; M- Microsatellite instability; Blank spaces indicate the absence o f molecular alterations. 
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3.3 - Resumo do Artigo 3 aceito para a publicação na revista: "Oral 

Oncology ( "European Journal of Cancer'' ) 

Neste trabalho objetivamos a detecção de DNA tumoral em outros 

fluidos corporais além do plasma de pacientes com HNSCC. Buscamos a 

presença de MSI e LOH proveniente de células tumorais que estivessem 

presentes no lavado e escovado bucal de pacientes com câncer de boca e 

orofaringe. Em um estudo piloto avaliamos nove amostras de MW e LB, já 

previamente caracterizadas por possuirem LOH em pelo menos um dos oito 

microssatélites avaliados nos tumores correspondentes. Com o sucesso na 

detecção das mesmas alterações dos tumores em 6 das 9 (67%>) amostras 

de MW e/ou LB, ampliamos o estudo para um total de 19 amostras. Das 19 

amostras de MW e LB avaliadas 16 (84%) confirmaram a presença de LOH 

no MW e/ou LB, sendo que cinco destas amostras são classificadas em 

estadia tumoral inicial. A sensibilidade de detecção das alterações se 

mostrou bastante elevada e reprodutível, sugerindo o uso desta metodologia 

como alternativa na detecção de DNA de tumores boca e orofaringe. 
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Abstract 

Microsatellite allele losses are characteristic features of head and neck 

squamous cell carcinoma and can be used as molecular markers for malignancy. We 

have here investigated the detection of microsatellite allele loss in mouth washes and 

lesions brushings from 19 patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity and 

oropharynx as a means o f tumour detection. In 84% of the analysed cases, allele loss 

previously identified in the tumour of these patients, was detected in these easily 

obtained specimens. No alterations were found in material derived from ten healthy 

individuais. Success o f detection was independent o f tumour stage, suggesting that this 

approach may be useful for early diagnosis as well as for follow-up . 

Keywords: tumour detection, rnicrosatellite, oral and oropharyngeal cancer, LOH, 

mouth wash, lesion brushes, diagnosis. 
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Introduction 

Previous analyses of lung cancer, head and neck cancer, bladder and colon 

cancer have demonstrated that tumour DNA can be detected in body fluids such as 

plasma, serum, sputum, saliva and urine ( 1-4 ). In some cases the DNA is present within 

tumour derived cells while in others, particularly serum, it is free tumour DNA that can 

be detected. Irrespective of its inclusions or not within malignant cells, the detection of 

tumour derived DNA in easily obtained clinicai samples holds great promise for the 

simplification of cancer diagnosis (5-7). One commonly used approach to the detection 

of tumour DNA is on the basis of Loss of Heterozigosity (LOH) at microsatellite loci 

(8). Such losses represent loss of chromosomal regions in the clonally expanded human 

cell population. The detection of LOH is only possible when the tumour DNA 

constitute a major component of the total DNA extracted from the sample (9). 

Otherwise, the reduction in intensity of the allele cannot be distinguished from 

background fluctuations. 

LOH is frequent in head and neck squamous cell cancer (HNSCC) and has been 

associated with cellular growth advantage, resulting in tumour progression (8; 1 0). We 

thus investigated whether exfoliated oral tumour cells can indeed represent sufficient 

proportions of mouthwashes (MW) and lesion brushings (LB) to permit readily 

diagnosis of the tumour by LOH detection at microsatellite loci. We find that the 

detection of oral and oropharyngeal tumours by means of assays undertaken in these 

none invasive and easily obtained samples can be used for tumour detection. 
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Materiais and Methods 

Ali samples were obtained from patients with oral cavity or oropharyngeal 

squamous cell carcinoma presenting at the Hospital do Câncer A. C. Camargo, São 

Paulo, following their expressed informed consent. As contrais, we have tested 

lymphocytes, mouthwash (MW) and mouth brushings (MB) from ten healthy 

individuais. 

Sample collection and DNA preparation 

DNA was prepared from peripheral blood lymphocytes; tumour tissue obtained 

at surgery as well the MW and LB samples. MW consisted o f 1 O ml o f saline solution 

swilled for 1-2 minutes. LB consisted of material collected by brushing the tumour for 

1 O seconds with a Cytobrush Plus® cell collector (Medscand/USA), which was than 

rinsed in 5ml saline solution. MB samples were collected in the same way as in LB. 

MW, LB and MB samples were centrifuged at 2,000 rpm for 2 min, and the resulting 

cellular pellets washed once with 1% Phosphate Buffered Saline. DNA extraction was 

undertaken by digestion with SDS/Proteinase K followed by phenol/ chloroform 

extraction (tumour tissues and blood lymphocytes), or using the GlassMax® DNA 

isolation Spin Cartridge System (Gibco/BRL) for MW, LB and MB. 

Microsatellite analysis 

Eight microsatellite markers were used in this study: D2S 123, D13S308E, 

D5S1501, GATA129H04, D17S974, D17Sl294, Dl3S800 and D3Sl284. The PCR 

primers were obtained from Genosys/USA or Research Genetics/USA. The forward 

primers for the D2S 123 and D13S308E were labelled with Cy5, for use with the ALF

Express sequencer (Amersham-Pharmacia). The remaining forward primers were 

labelled with F AM or TET for use with the ABI-377 Prism sequencer (Perkin-Elmer). 
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Each PCR reaction was performed in a final volume o f 1 O J..Ll containing: 5ng DNA o r 

1 J.ll o f the DNA solution derived from MW, LB and MB; 0.25 mM o f dNTPs; 1 OmM 
' ·. . 

Tris-HCl (pH 8.3); 1.5 mM MgCh; 0.5 U of Taq DNA polymerase (Gibco/BRL) and 2 

pmol of each oligonucleotide primer pair. The cycling program consisted of a first 

denaturation step at 95°C for 5 min, followed by 30 cycles at 95°C for 45 sec, 

annealing at 56 to 60°C for one min and extension at 72°C for 1 min. A final extension 

step at 72°C for 5 min was undertaken. The electrophoresis of PCR products derived 

from D2S 123 and D13S308 loci were performed on 6% denaturing polyacrylamide 

gels (Ready-Mix/ Amersham-Pharmacia) and the results were analysed using Allele 

Links TM. The PCR products obtained from the remaining loci were evaluated on 6% 

denaturing polyacrylamide gels (Long Ranger Singel Packs/FMC) and analysed using 

Genescan™. A reduction of at least 50% in the relative intensity of the amplification 

signal o fone o f the two ali eles amplified in the same reaction was taken as representing 

LOH (Figure IA). Ali reactions exhibiting LOH were repeated for confirmation. 
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Results and Discussion 

The samples used in this study were derived from 19 patients with oral or 

oropharyngeal cancer (Table 1 ). This population was selected from a larger group on 

the basis o f LOH detection in the tumours o f these patients, in at least one o f the eight 

loci used. The most frequently altered microsatellite locus examined was D3 S 1284 

(3p 12) that exhibited LOH in 7 o f 19 samples (3 7% ). This locus is located near a region 

of high frequency of LOH in HNSCC (11; 12). Twelve (63o/o) of the MW DNA 

samples and fi:fteen (79%) o f the LB DNA samples exhibited the same microsatellite 

allele losses as tumour DNA (Figure 1 A). In one instance, the allele loss was detected 

in MW but not in LB, while in four cases the allele loss was absent in MW but detected 

in LB. Overall tumour cell derived DNA was detected in 16 (84%) of the examined 

cases (Table 1 ). A detection rate superior to this with the use o f microsatellite markers, 

has only previously been demonstrated following urine analysis with bladder cancer 

patients (4; 13). Other studies have reported cancer detection rates ranging from 29 to 

71%, when bronchiallavage (BL) or plasma were analysed (4; 5; 7; 14; 15). 

Ten healthy individuais were tested with microsatellite markers D3 S 1284 and 

D 17S974, the two most frequents altered loci observed in the 19 samples o f oral cancer. 

In ali these control cases tested in triplicate, the MW and the MB samples showed the 

same amplification profile as corresponding lymphocyte samples (Figure 1B). 

The use of either MW or LB for oral tumour detection is both sensitive and 

consistent. This is illustrated by the observation that in the case o f one o f the patients 

who exhibited LOH · at four loci, ali four alterations were found in both the MW and 

LB. 
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The use of oral exfoliate to detect allelic losses was described before by Rosin 

et a!, 1997, with the detection o f this alterations in 3 o f 6 dysplasia lesions, in the only 

one carcinoma in situ and in ali squamous cell carcinoma lesions tested (22). The data 

reported here have thus demonstrated conclusively that cells from oral or oropharynx 

tumours are commonly so enriched in MW and LB samples that diagnosis via LOH 

detection is possible. In this study we have used samples from patients with tumours 

that we know to exhibit LOH at one of the loci chosen for this trial. The use of an 

extended panel of loci, ali preferentially located in regions of high frequency o f LOH in 

oral tumours, should permit the test to detect a high proportions o f oral cancers, without 

necessity of also assaying tumour samples (16). 

At present we have no information as to whether the detection of tumour DNA 

present in MW ILB is a relevant prognostic facto r o r indicative o f tumour 

aggressiveness. It might be expected that the tumour cells of a more advanced or more 

invasive oral and oropharyngeal tumour would slough off more easily, increasing the 

likelihood of detecting tumour DNA. However, in the present study, we were able to 

detect LOH in MW andlor LB in four patients with T2NOMO tumours and one with a 

T1NOMO tumour. 

The high incidence of tumour derived DNA in MW or LB suggests their use as 

possible alternatives for cancer diagnosis and follow-up of patients after surgical 

resection and/or radiotherapy. Typically, head and neck tumours have a high incidence 

of recurrence (17; 18). The detection of tumour cells by such molecular testing 

following surgical resection could be possibly used as an indicator for the use of more 

aggressive adjuvant therapy. In addition testing would also distinguish a second 

primary tumour from a recurrent lesion, often more aggressive and prone to be 

refractory to treatment (19). 
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The detection of tumour DNA in MW or LM samples could also have value in 

the analysis of pre-malignant lesions, such as erythroplakia and leukoplakia . Usually, 

these lesions are evaluated by a cytological examination of oral exfoliate cells (20) in 

an analysis that is dependent on expert interpretation. The occurrence o f LOH could be 

used for early detection o f malignant alterations in such cases (21 ). The analysis o f 

MW and LB is non-invasive and could be routinely used in non-oncological centres 

( such as dentista! surgeries ), facilitating early detection o f oral cancers. 

The high percentage of samples with detectable LOH in at least one of the 

analysed markers conclusively demonstrate the frequent enrichment of malignant cells 

in the clinicai samples studied, permitting microsatellite markers to be used as tools for 

cancer assessment. These results suggests that prospective tests using MW and LB in 

patients with high risk of developing oral cancer, and for detection of recurrent disease 

could be considered. 
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Table 1 - Detection o f LOH at eight microsatellite loci in MW and LB samples derived from HNSCC patients 

Patient no Tumor Stage Tumor sitc 
Locus Locus Locus Locus Lo cus Lo cus Locus Locus TOTAL 

D2Sl23 Dl3S308 D5Sl501 DlS3721 Dl7S974 Dl7Sl294 Dl3S800 D3Sl284 LOH 

I (T4N2aMO) Oral pharynx * * * * o * * * o 
li (TINOMO) Tongue * * * * * * o * o 
III (T3NOMO) Uvula * * * * o * * * o 
IV (T4NOMO) Retro molar * * * * 3 * * * I 
v (T2NOMO) Gingiva * * * 2 * * * * I 
VI (T4N2MO) Tongue * * * * 3 * * * I 
VII / (T4NOMO) Lower gingiva * * * 3 * * * o I 
VIII (T2NOMO) Soft palate * * * * * * 1 * I 
IX (T3NIMO) Retromolar * * * * * * * 3 I 
X (T4N2aMO) Soft palate * * * * 2 * * * I 
XI (TINOMO) Floor of the mouth * * * * 3 * * * I 
XII (T4N2MO) Pharynx * * * * * * * 2 I 
XIII (T3NIMO) Floor of the mouth * * 3 * 3 * * * 2 
XIV (T4N2cMO) Floor of the mouth 2 2 * o * * * * 2 
XV (T2NOMO) Floor o f the mouth * * 3 * * * * 3 2 
XVI (T3NIMO) Retromolar trigone * * * 3 * * 3 3 3 
XVII (T4NOMO) Tongue * * 2 3 * * * 3 3 
XVIII (T2NOMO) Floor o f the mouth * * * * * 2 3 3 3 
XIX (T4N2MO) Tongue 3 * * * * 3 3 3 4 

TOTAL 2 I 3 4 5 2 4 7 

* -not done (no LOH at this locus in the tumor); O- LOH not detected; 1- LOH detected only in MW; 2 - LOH detected only in LB; 3- LOH detccted in both MW and LB. 

' ' 
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Figure Caption 

Figure 1: A - Detection of allele losses in tumour, MW and LB derived DNA from three oral cancer 

patients. Arrows indicate LOH. B - Amplification profiles of lymphocytes, mouthwash and mouth 

brushing from a normal control (MW and :rv1B in different triplicate reactions). 
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3.4 - Resumo do Artigo 4 publicado na revista: "Seminars in Cancer 

Biology" 

A clonalidade e a instabilidade genética, são características 

fundamentais dos tumores humanos. Os marcadores de microssatélites 

apesar de não se associarem diretamente a tumorigênese, evidenciam estas 

duas particularidades das neoplasias representando uma alternativa 

metodológica no diagnóstico do câncer. 

A presença de DNA tumoral em amostras biológicas de pacientes 

com câncer pode ser detectada pela observação de alterações em 

marcadores tumorais tais como genes supressores de tumores, oncogenes e 

microssatélites de DNA. Através disto, torna-se possível o desenvolvimento 

de testes diagnósticos simples e não invasivos, que se baseiem em 

espectros de alterações característicos dos diferentes tipos tumorais. 

Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 
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Hurnan turnors exhibit two fundarnentally irnportant char
acteristics, extensive genetic alteration and clonality. Al
though it is still unclear to what extent turnors have an 
elevated rnutational burden as cornpared with normal tissue, 
their clonality results in their ready detection. Thus, assay
ing tissues for clonal alterations at frequently rnutated 
rnicrosatellite loci represents a viable approach to cancer 
diagnosis. The rnost rernarkable extension of this concept is 
that not only can cancer cells be detected in biological 
sarnples, but turnor DNA can also be directly detected in the 
serurn or plasma of patients with sorne forrns of cancer. This 
recent finding is currently being explored but rnay represent 
an irnportant contribution to future diagnostic strategies. 

Key words: human tumors / extensive genetic alteration 
/ clonality 
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The basis of tumor detection using randomly 
distributed markers 

THE EXTENSNE GENETIC alterations found in human 
tumors are a reflection of the underlying genetic 
instability of the human genome that is ultimately 
responsible for tumorigenesis. 1 Gene ti c instability is 
an intrinsic characteristic of the ageing human 
genome and it is clear that genetic alterations accu
mulate with time over the life span of all individuals.2 

From the moment of zygote formation, a continuous 
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process of highly controlled cellular proliferation oc
curs that only ceases with the eventual death of the 
organism. Errors in DNA replication occur at each 
cell division and, if not corrected by DNA repair 
systems, the errors are incorporated into the lineage 
and transmitted to ali daughter cells. Although dif
ferent sequences have very different likelihoods of 
suffering mutation (in particular, repetitive se
quences are highly prone to replication errors and 
are as a result extremely polymorphic), 3 at a first 
approximation mutations occur randomly through
out the genome. Due to the numerical superiority of 
non-coding sequences in the human genome it fol
lows that the vast majority of mutations have no 
immediate phenotypic effect. Such neutra! mutations 
are incorporated into the genome without selection 
and thus represent both the spectrum and frequency 
of somatic mutations. 

Although widespread mutations are readily de
tectable in tumor cells, it is probable that normal 
human cells have comparable mutation frequencies.4 

Thus, the basis of the utility of random non-func
tional DNA mutations for the diagnosis of tumors is 
not simply the presence of such alterations but rather 
their presence in clonal expansions. If mutations are 
essentially random in distribution throughout the 
genome, then individual cells in a normal tissue will 
have mutations at different points. Thus, if we were 
to analyze any particular point using DNA extracted 
from a multicellular sample of the tissue, then within 
the sample the majority of cells will represent the 
normal sequence at that point. 

Amongst the most variable of sequences are mi
crosatellites.5 The basis of the molecular characteri
sation of microsatellites is by polymerase chain reac
tion amplification across the locus of interest with 
specific primers followed by the electrophoretic anal
ysis of the products to determine the size, and hence 
the number of repetitions of the basic motif, in the 
alleles present.5 Although each genome may be mu-

'\) ·. 



. A. U. Bevilacqua et al 

ted at 1% of its microsatellite alleles and thus con
in tens of thousands of microsatellite alterations, at 
1y single Zocus 99% of the alleles will be normal. 6 

he amplification process will generate products in 
)proximately the same proportions as the different 
triants present in the starting template, thus only 
'fo of the products will also be altered. Elec
ophoretic analysis is relatively insensitive and if a 
1rticular product represents less than approximately 
)% of the molecular mass of the products it is 
;sentially undetectable by standard analytical proce
ures.7 Thus, in the myriad examples in the scientific 
terature that report PCR amplification of mi
·osatellite Zoei from non-tumor material invariably 
:port the absence of mutations. On the other hand, 
the analysis is undertaken with DNA extracted from 
tumor, in well ,dissected samples, at least 70% of the 
NA will in fact be derived from the malignant cells. 
1 this case if one of the t:vvo alleles is altered, say by 
te insertion of a repeat, then at least 35% of the 
:mplate, and hence also 35% of the product, will be 
tered. In contrast to those derived from normal 
5sue, mutations are readily detectable in samples 
erived from tumors not because they necessarily 
)ntain more mutations but rather because of their 
onality. Thus, in essence the analytical insensitivity 
f basic DNA detection techniques lies at the basis of 
simple but powerful approach to the detection of 
tmor DNA. 
It is worth emphasising the essential difference 

et:vveen the detection and diagnosis of tumors by 
teans of altered alleles at highly polymorphic repeti
ve Zoei and specific mutations within coding regions. 
here are some genes, the best example of which is 
erhaps the oncogene K-ras where, in a reasonably 
igh proportion of tumors, the same nucleotide is 
tutated. 8

-
10 Here the mutation endows a selective 

ivantage to the cell and is part of the genetic 
rocess underlying tumor growth.2 It is possible to 
iapt the PCR process so only the altered alleles are 
nplifiable. 11 Thus, even when the mutation is pre
:nt in only 1 in 10,000 cells (a typical PCR assay may 
)ntain up to this number of cellular equivalents of 
:mplate DNA) it can be detected since normal alle
·s are not simultaneously amplified and the inherent 
)mpetitive nature of PCR does not complicare mu
Ltion detection. This kind of approach is applicable 
> the detection of tumors or preneoplastic lesions 
here high frequencies of identical mutations occur. 
n example is lung cancer· where 30% of tumors 
<hibit K-ras mutations. 12

•
13 Thus allele-specific PCR 

as been used to detect preneoplastic cells in the 

448 

sputum of smokers.14 In contrast, the detection of 
altere~ microsatellite alleles is of general utility for 
many kinds of adult tumors. 

There are t:vvo quite different kinds of DNA alter
ation that are detectable by microsatellite analysis. 
The first mentioned above is where mutations occur 
within the microsatellite sequence itself. These alter
ations occur due to the tendency of DNA polymerase 
to slip during DNA synthesis resulting in the loss or 
gain of single repetitive units. 15 This is an extremely 
common phenomenon, but in healthy cells the vast 
majority of such replication errors are repaired by 
the mismatch repair system. Nevertheless, rare muta
tions escape repair and are gradually accumulated in 
the genomes of normal cells.6 Although, it has been 
estimated that in normal cells up to 1% of the alleles 
at any given microsatellite Zocus may be altered by 
simple loss or gain of single repeat units, it is ex
tremely unlikely that in a single cell both alleles of 
the same Zocus will be mutated. Thus, in general, the 
cell will demonstrate the loss of a normal allele and 
the simultaneous gain of a mutated allele. Conse
quently, a tumor sample that contains an altered 
microsatellite allele, present in the original cell from 
which the tumor was derived, will exhibit a simple 
pattern of alteration at individual Zoei. On an elec
trophoretic gel the normal pattern will be the ap
pearance of new bands of either higher or lower 
molecular weight than the normal alleles and the 
concomitant loss of intensity of one of the normal 
bands. The normal band is not usually completely 
lost because of the inevitable presence of some nor
mal cells in the preparation that will still contain the 
normal allele lost in the tumor itself. 16 In a small 
subset of tumors, the mismatch repair system is defec
tive due to mutation or hypermethylation of one of 
the genes of its constituent components. 17

-
19 In this 

case the rate of appearance of new microsatellite 
mutations is 100-1000 times faster than in mismatch 
repair-proficient tumors.20 Thus, even within the 
process of clonal expansion new alleles are constantly 
appearing with the end result that the tumor con
tains multiple new all<:les at individual Zoei. This kind 
of situation results in a ladder of new alleles de
tectable following electrophoretic analysis and in fact 
is quite distinct from the pattern of alterations seen 
in mismatch repair-proficient tumors.21.22 Indeed, the 
presence of multiple new alleles at the majority of 
microsatellite Zoei tested is a potential initial test for 
mismatch repair-deficient tumors and as such an 
indicator of tumors that are due to inherited muta-



tions in the principie mismatch repair genes which 
cause Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer.23 

In addition to mutations in the microsatellite itself, 
these loci also represent a powerlul means of detec
tion of loss of DNA regions. Such mutations are 
extremely common in adult tumors and represent 
one of the basic mechanisms whereby tumor suppres
sor genes are lost. 24 Nevertheless, the number of lost 
regions in a typical tumor is far in excess of the 
number of mutated tumor suppressor genes and such 
losses can be considered to be representative of the 
overalllevels of genetic instability in the tumor rather 
than selected advantageous mutations. Such DNA 
losses have come to be termed Loss of Heterozygosity 
(LOH) since they are detectable when the normal 
cell is heterozygous at a microsatellite locus being 
tested.25 When one of the two alleles is lost due to 
the loss of the DNA region containing that allele 
then the electrophoretic product that results from its 
amplification is reduced in intensity as compareci 
with the other allele. Again, complete loss of the 
allele almost never occurs due to the presence of 
normal infiltrating cells in the tumor sample. If the 
locus is homozygous, then it is uninformative for this 
test since the loss of one of two identical alleles is 
undetectable as the competitive amplification of the 
two alleles present at different relative concentrations 
will not be distinguishable, both products being of 
identical size and composition. 

Detection of malignant cells 

The potential use of microsatellite diagnosis lies not 
in the testing of tumors themselves but in their indi
rect detection by demonstrating clonally amplified 
mutant DNA in bodily fluids.26 

An underlying concept is that tumor cells are cont
inuously sloughed-off and are detectable in bodily 
fluids that drain from the organ affected by the 
tumor, such as urine, sputum, saliva or even blood.27 

Clearly the most powerlul way forward to identify 
such cells, would be to identify universal markers for 
malignancy. Based on the arguments above such 
markers include altered microsatellites, the diagnos
tic value of which directly reflect the underlying 
universal characteristics of tumors: clonality and ge
netic instability.28 The proviso here is that the ma
jority of cells being tested have to be derived from 
the tumor in order for i~ to be detectable in the 
sample available. Nevertheless it turns out that in 
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several instances of easily accessible body fluids, this 
is the case. 

Here we take t:wo examples that illustrate the enor
mouS' number of mutated regions in the genome of 
tumors and how this translates to the relatively easy 
establishment of diagnostic tests. Transitional cell 
carcinomas of the bladder (TCC) present a high 
frequency of LOH in severa! chromosomal regions 
including 9p21, 3p14, 14q, 17p12, 9q, 4p/q and 11q 
(see Table 1)29

. It is notable that of the 13 Zoei tested 
all exhibited detectable LOH in at least 20% of the 
cases tested. This value indicates that tens of thou
sands of different chromosomal regions are lost in a 
tumor of this type. Thus the extent of genetic aberra
tion in a tumor is astonishing and it is the extent of 
these alterations that make them ideal for tumor 
detection. Even testing relatively small numbers of 
loci makes clonality detection almost certain. Taking 
advantage of this, in a blind study, urine samples 
from 25 patients with suspicious bladder lesions iden
tified cytoscopically were analysed by conventional 
cytology and microsatellite instability of the DNA 
extracted from the same samples was determined.26 A 
total of only 13 Zoei were analysed anda mix of both 
microsatellite instability and LOH was observed (see 
Table 2). Analysis of the table reveals several interest
ing features. Firstly no two tumors are identical, some 
show only LOH, some show only MSI and others a 
mixture of the two; overall, LOH is significantly more 
common than MSI. Again, these data give a glimpse 
of the extensive alteration of the genome in tumors 
and its essentially random nature. Clearly there are 
genes which when deleted or otherwise mutated con
fer a selective advantage to the tumor but we might 
surmise from the data that not even the same permu
tation of genes are involved systematically in tumors 
even of the same type. Again, however, these exten
sive lesions lend themselves to a powerlul diagnostic 
methodology. Whereas cytological analysis detected 
cancer cells in nine out 18 samples, microsatellite 
changes matching those of the tumor were detected 
in the urine sediment of 19 of the 20 patients (95%) 
who where diagnosed with bladder cancer.26 In a 
continuation of this study, urine samples from 21 
patients who had been treated for bladder cancer 

. were tested with 20 polymorphic microsatellite mark
ers.30 Recurrent lesions were detected in 10 of 11 
patients and correctly predicted the existence of a 
neoplastic cell population in the urine of two patients 
4 and 6 months before cytoscopic evidence of the 
tumor. The assay was negative in 10 of 10 patients 
who had no evidence of cancer. These preliminary 
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Table 1. LOH in bladder cancer (31 cases analysed for loss 
of heterozygozity on 13 chromosomal arms) 

Localization in 
chromosomal arm 

3p14 
4p 
4q 
5q21 
8p 
9p21 
9q13-21.1/ q21-22/q32-34 

llp13 
llq13 
13q14.3/-q22-31 
14q12jq32.1 
17p12jp31.1 
18q21 

Rosin et al29
• 

Total allelic 
lossjinformative cases 

31% (9/29) 
32% (8/25) 
52% (15/29) 
20% (5/25) 
65% (17 /26) 
61% (19/31) 
61% (17 /28) 
54% (15/28) 
36% (8/22) 
56% (15/30) 
70% (21/30) 
60% (18j30) 
29% (8/28) 

Table 2. Microsatellite instability in transitional cell carci
noma of the bladder [Mao et al26

, (MSI-6/13, 46%; 
loh-9 /13, 69%)] 

Case 

Lo c i 3 4 5 7 8 10 12 16 18 20 

ACT BP2 lo h lo h + loh loh 
D16S310 lo h 
FGA lo h lo h loh + 
D21S1245 + lo h + + 
D4S243 + lo h + 
D16S476 lo h lo h 
D9S747 lo h lo h 
D18S51 lo h lo h lo h 
MBP lo h lo h 
MJD lo h 
D9S162 lo h lo h lo h 
IFNA lo h lo h lo h 
D9S171 lo h lo h lo h 

+, microsatellite instability; - , no alteration found. 

but highly persuasive data suggest that this diagnostic 
approach could find almost immediate application as 
a front line diagnostic tool. 

A further example of a tumor type where the 
detection of microsatellite alterations can potentially 
be used for early diagnosis is lung cancer. As is the 
case with bladder cancer, lung tumors also exhibit 
extensive alterations in these repetitive loci. An exam
ple of data in this respect is shmvn in Table 331

• 

Again the dat.."l. show that all loci were found to be 
mut.."l.ted in at least 10% of the tumors exhibiting a 
mixture of instability and LOH and extensive hetero
geneity between tumors. The data differ from those 

450 

shown for bladder tumors, however, since two tumors 
showed-> microsatellite instability at all loci tested. 
These are probably examples of tumors with a break
down of mismatch repair. In another lung cancer 
study, only three primer pairs were used, a trinu
cleotide repeat sequence on chromosome X and two 
tetranucleotide repeat sequences on chromosomes 6 
and 21. At least one of these was found to be altered 
in 50% of tumors from patients with small cell lung 
cancer.32 These alterations were also found in the 
sputum of two patients confirming the possibility of 
detecting chromosomal abnormalities of tumoral ori
gin in extracorporal media of cancer patients.32

• 

Tumor DNA in plasma or serum DNA of 
cancer patients 

An even more potentially powerful method of diag
nosis, based on microsatellite analysis, has recently 
been discovered and is considered here in some 
detail. In this case, the assay does not detect malig
nant cells but rather free DNA from malignant cells 
in the serum or plasma of individuais with cancer. 

Small amounts of free DNA are found circulating 
in both healthy and diseased human plasma. Serum 
or plasma from healthy subjects contain approxi
mately 10- 30 ng of DNA/ml.33 In contrast, increased 
concentrations of free plasma or serum DNA are 
found in patients with systemic lupus erythematosus, 
rheumatoid arthritis, pancreatitis, cholelithiasis, ul
cerative colitis, peptic ulcer disease and other in
flammatory conditions.33

-
35 Patients with cancer tend 

to h ave even greater leveis, often in excess o f 100 ng 
DNA/ml.36

-
38 The tumoral origin of this circulating 

DNA has been indicated since plasma DNA ofpatients 
suffering from several kinds of cancer such as lung, 
kidney or prostate showed biophysical characteristics 
similar to the tumor DNA: decreased strand stability.39 

The first studies of tumor DNA in plasma detected 
point mutations of the Ras genes. Over 90% of pan
creatic carcinoma3 and neariy 50% of colorectal 
carcinoma9 for instance harbor a point mutation in 
the Ras gene, almost always in a hot spot, codon 12 
of the K-ras gene. The same hot spot, codon 12 of 
the N ras gene can be mutated in approximately 40% 
of patients with acute myeloblastic leukemia or 
myelodysplastic syndrome. 10 

Several studies have been made on plasma and 
serum DNA of colorectal and pancreatic cancer 
patients. In colorectal cancer, using enriched PCR 
methods, K-ras mutations were found in the plasma 
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Table 3. Microsatellite instability in non-small celllung cancer [Shridhar et al31 (MSI-12/38, 32%; loh-11/38, 29%)] 

Lo c i 3- 90 3- 89 58 4890 3190 101 - 87 32 4990 

D3S1038 + 
D3S647 + + lo h + 
D3S1076 
D3S966 + + + 
D3S1289 + + + 
Not73 lo h 
D3S1312 
D3S659 + + 
D3S1284 
D3S1251 + 
D3S1215 
D13S131 
RTT235 
MEN1 
AR 
HPRT + 

+ , microsatellite instability; - , no alteration found . 

or serum of 40-50% of cases by three different 
laboratories.40

-
43 Moreover, plasma collected from 

240 patients undergoing colonoscopy showed K-ras 
mutations in 27% of the patients. The overall sensitiv
ity of the plasma assay for detection of ras detected 
neoplasia was 86%.42 

Severa! groups have also found K-ras mutations in 
the plasmajserum DNA of patients with pancreatic 
cancer.44

•
46 In general a high percentage (over 80%) 

of mutations corresponding to the tumor DNA have 
been detected in the plasma. In some cases mu~tions 
were found in the plasma 5- 14 months prior to 
clinicai diagnosis.45 A follow-up study showed that 
patients showing ras mutations in the plasma were 
more likely to respond poorly to treatment and that 
those who still harbored a mutation in the plasma 
even after seemingly successful surgery had a poor 
prognosis.46 

Microsatellite instability and LOH are good alter
natives as clonal markers for human cancers where 
there is no easily testable hot spot in oncogenes or 
tumor suppressor genes.32 

The first investigations of the potential use of 
microsatellite alterations in serum or plasma in
volved, in separare studies, patients with either head 
and neck or lung cancer. 4

i.-t1l Patients with primary 
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) 
were tested by PCR-based microsatellite analysis of 
DNA from lymphocytes and paired serum samples. 
Six out of 21 (29%) were found to have one or more 
·microsatellite alterations in serum precisely matching 

Case '~-

109 4484 19 98 1090 1290 86 2- 90 101 8 105 103 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ + 
+ + lo h 

+ + + lo h 
+ + + lo h lo h lo h lo h lo h 
lo h + + lo h 
+ + + 

+ + 
+ + + lo h 
+ + + lo h lo h lo h 

+ + 
+ + + 
+ + + 
+ + + 

+ + 
+ + lo h 
+ + lo h 

those in the primary tumors. Ali six patients had 
advanced disease (stage II or IV). This study revealed 
that serum DNA microsatellite alterations are de
tectable in patients with advanced stage disease 
usually with poor prognosis including future develop
ment of distant metastases.4

i 

A study was initiated to detect microsatellite alter
ations in paired samples of plasma and tumor DNA 
from patients with small cell lung carcinoma com
pareci to the same repeat sequences of normal cells 
from the same patients.48 Seventy-six percent (16j21) 
of SCLC tumors exhibited microsatellite alterations 
in at least one locus. Compareci to controllymphocyte 
DNA, tumor DNA exhibited alterations which ap
peared as new band(s) or loss of a band. These 
alterations were also present in the plasma DNA in 
93% of the cases. As in the study on the head and 

' neck, clear LOH was found in the plasma DNA 
indicating strong enrichment of tumoral DNA. 

Similar work was clone with patients suffering from 
non-small-cell lung cancer (NSCLC). The serum DNA 
of 22 completely resected stage I- III A NSCLC 
patients was investigated with four microsatellite 
markers, ali on chromosome 3p.49 Tumor DNA with 
microsatellite alteration was found in 28% of cases 
(6/22) either as a shift or as LOH. This finding 
suggests that detection of free circulating DNA in 
sera of NSCLC patients is incidentally linked to the 
systemic nature of lung cancer even at the earliest 
stage, since one patient with stage I showed alter
ations in serum DNA. The authors conclude that 
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detection of tumor DNA in the sera of NSCLC 
patients could be useful for monitoring relapse in a 
non-invasive way and may help in selecting candi
dates for adjuvant chemotherapy. 

Deletions of DNA sequences on chromosome 3p 
have also been used in an investigation of plasma 
DNA from patients with clear cell renal carcinoma.50 

Using a panel of four highly polymorphic microsatel
lite markers corresponding to the Von Hippel-Lin
dau tumor suppressor gene, LOH was found in at 
least one locus in 63% of the plasma samples (25 I 40), 
a shift was found in one patient. As in all studies 
reported, no alterations of plasma DNA were found 
in healthy controls. As in the case of SCLC patients 
no significant associations of advanced tumor stages 
with LOH in plasma DNA could be demonstrated. 

There is one drawback concerning the use of mi
crosatellite markers in the plasmalserum DNA of 
cancer patients. Indeed, while severa! enrichment 
techniques of oncogenes or tumor suppressor gene 
mutations exist, microsatellite alterations or LOH of 
the tumor may be diluted by normal DNA. This 
seems to be case in the serum of colorectal cancer 
patients where although LOH or shifts were found in 
80% of primary tumors (35 I 44), no alterations were 
detected in paired serum DNA.51 This does not mean 
that there is no tumor DNA present in the serum 
since ras mutations and p53 mutations could be 
found. Taken together, either a K-ras ora p53 muta
tion was detected in the serum in 40% of the 25 
patients whose primary tumor contained a mutation. 
Five of seven stage B patients with a p53 mutation in 
the tumor presented a mutation in the paired serum. 

In summary, the basic biological characteristics- of 
tumors, genetic instability and clonality, are begin
ning to be exploited in what may become a new 
generation of simple and non-invasive diagnostic tests. 
The literature so far is relatively sparse with few 
examples and no large studies or clinicai trials yet 
published. Nevertheless, the next few years should 
show whether or not this concept will make an im
pact on_ clinicai practice and contribute to the im
provement of cancer diagnosis. 
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4. DISCUSSÃO 

OBS: Os sub-títulos seguem a ordem dos Materiai_s & Métodos utilizados 

neste trabalho 

4.1 Extração de DNA tumoral nas amostras de plasma 

A concentração de DNA tumoral presente no plasma pode variar entre 

tumores de diferentes localizações topográficas, ou mesmo entre diferentes 

indivíduos (Chen et ai., 1996; Nawroz et ai., 1996). Utilizando marcadores de 

microssatélites, 71% dos pacientes com câncer de pulmão apresentaram 

DNA circulante no plasma com as mesmas alterações observadas no tumor 

( Chen et ai., 1996). Enquanto que em câncer de cólon nenhum paciente 

apresentou no plasma LOH ou MSI observadas em 80°/o dos tumores (Hibi 

et ai., 1998) (vide tabela 3). Os autores do estudo com pacientes portadores 

de câncer de pulmão acreditam que o grande volume tumoral e a rica 

vascularização do orgão acometido pelo câncer, pode levar ao 

enriquecimento de DNA tumoral no plasma destes pacientes. Já os autores 

do trabalho que analisaram pacientes com câncer de cólon sugerem que o 

DNA tumoral presente no plasma pode estar sendo filtrado no fígado, 

resultando em uma concentração diminuída ou diluída no sangue periférico 

Uá que a circulação colón-retal passa pela da veia porta-hepática antes de 

atingir a circulação periférica). Apesar de alguns trabalhos reportarem a 

presença de DNA tumoral, em sua maioria em pacientes de estadiamento 

Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 



Parte III - Discussão 45 

:40.TXJ. .. Mtzk.Jt.k4##-AMARW.&MWJ..t . J UM ...... ~l.X&Wk ~.I1JiJQ(J ~4 .J.t .. 4) .. .J.4f.bWJQQM . ..kl _.4-« ofi.J ... àitS: .JCZM.t .J.Z. . . a.tà .. M~·J. ;.I§RQ«t?M4fAA-ltt .U&#Gt {.JJ.#Jt.OM#4.t 4\&;.4 A.# .. -i 

avançado (Nawroz et ai., 1996), a detecção em tumores de estadiamento 

inicial também é observada em outros estudos (Chen et ai., 1999). Apesar 

de intensa discussão na literatura, ainda não existe um consenso a respeito 

dos fatores que influenciam no enriquecimento de DNA tumoral no plasma, 

(Anker et ai., 1975; Leon et ai., 1977; Nawroz et ai. , 1996; Stroun et ai., 

1989). O que permanece claro para os autores desta área é que, diante da 

variação na concentração plasmática do DNA tumoral, faz-se necessário o 

uso de uma metodologia de isolamento de DNA eficaz, capaz de gerar 

resultados fidedignos e reprodutíveis. 

A eficiência na extração de DNA presente no plasma é fundamental 

na reprodutibilidade dos perfis de amplificação. A baixa concentração de 

DNA do plasma pode levar a falsos negativos, ou mesmo a fa lsos positivos, 

devido a formação de artefatos gerados pela PCR. A qualidade do DNA 

extraído também é fundamental para não falsear os resultados (Chen et ai. , 

1999). 

Na literatura, as metodologias descritas para o isolamento de DNA do 

plasma ou soro, utilizam a extração orgânica do material através do 

protocolo padrão de fenol/clorofórmio (Nawroz et ai., 1996), ou utilizam "kits" 

comerciais destinados a este objetivo (Silva et ai., 1999). No início deste 

estudo várias metodologias de extração de DNA presente no plasma foram 

testadas ( Cheyrou et ai., 1991; Nollau et ai. , 1996; Blomeke et ai. , 1997), 

incluindo as usadas nos trabalhos citados acima. A extração por 

fenol/clorofórmio se mostrou inviável, pois grande quantidade de DNA é 

perdida na interface entre a fase aquosa (contendo o DNA em solução) e a 
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porção de fenol/clorofórmio (contendo proteínas e debris celulares), ou ainda 

durante a precipitação do DNA. Optamos por utilizar um "kit" comercial 

(GiassMax - Gibco/BRL) com o qual obtivemos os resultados mais 

reprodutíveis, e em quantidade suficiente para permitir todas as análises 

propostas. O princípio de isolamento do DNA neste "kit" se baseia na sua 

ligação na membrana de sílica, na presença de iodeto de sódio (Nal). As 

impurezas presentes na solução são eliminadas durante sua centrifugação, 

e posteriormente o Nal e as impurezas residuais são removidas através de 

sucessivas lavagens da coluna com uma solução própria (cuja formulação 

não é descrita no kit). O DNA é então eluído da membrana em uma solução 

de TE para sua melhor conservação, encontrando-se em uma concentração 

final que variou normalmente de 40 a 100 ng de DNA por ml de plasma 

(dados relativos a material obtido de pacientes portadores de HNSCC). 

Devido a sua pequena quantidade, não foi possível dosar o DNA extraído do 

plasma dos controles normais. 

4.2 Análise de microssatélites baseada na detecção a laser 

Existem na literatura trabalhos descrevendo a utilização de 

metodologias semi-automatizadas que permitem a dinamização do processo 

de análise de microssatélites de DNA (Hampton et ai., 1996; Karnik et ai. , 

1995; Niederacher et ai., 1997; To h et ai. , 1996). Um dos iniciadores 

uti lizados na PCR é marcado com grupos fluorescentes em sua porção 5'. 

Durante a migração eletroforética, os produtos amplificados são submetidos 

a um feixe de laser que excita os grupamentos fluorescentes. No 
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computador, um receptor transfere o sinal de energia recebido das bandas 

correspondentes aos alelos amplificados, convertendo-os em curvas. 

Programas de computador processam e calculam o tamanho, altura, área de 

cada curva e a razão entre cada um dos alelos. Com esta metodologia a 

análise de MSI e LOH torna-se muito mais precisa e imparcial, eliminando 

erros na análise por interpretação humana. 

O método não requer a manipulação de compostos radioativos, nem a 

exposição de filmes, sendo os resultados disponíveis imediatamente após a 

eletroforese. As alterações nos tumores podem ser investigadas 

simultaneamente pela análise de múltiplos loci, permitindo a análise de um 

número maior de amostras em um espaço de tempo menor. Após a 

migração das bandas de interesse, novas amostras podem ser aplicadas no 

gel, reduzindo desta forma o custo e o tempo requerido até a análise final. 

Todos estes pontos foram levados em consideração diante da proposta do 

desenvolvimento de testes de diagnóstico do câncer baseado na anál ise de 

microssatélites. 

Alguns estudos utilizando a análise de microssatélites baseada na 

detecção a laser, observaram que esta metodologia pode ser mais sensível 

que a análise baseada na utilização de radioisótopos na PCR (Hampton et 

ai., 1996). Para que os resultados sejam corretamente interpretados é 

necessário saber quais são os ale los "reais" amplificados, o que nem sempre 

é factível levando-se em consideração o "background" observado na análise 

de microssatélites pela PCR radioativa. A utilização de microssatélites 

altamente polimórficos dificulta ainda mais esta interpretação, já que em 
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determinados loci nem todos os alelos existentes já foram descritos na 

população analisada. A ausência de "background" nas reações 

fluorescentes, al iada aos programas de análise dos resultados, determinam 

os alelos ampl ificados com maior precisão reduzindo a probabil idade de 

interpretação errônea dos resultados (Hughes et ai., 1996). 

No primeiro experimento feito para testar a reprodutibi lidade da 

análise a laser, comparamos o autoradiograma de uma amostra instável de 

câncer de estômago com o eletroferograma desta mesma amostra testada 

no sequenciador ALF-Express (Figura 3). Os resultados mostraram-se 

coincidentes entre si, tanto pela presença quanto pela intensidade dos 

diferentes alelos, demonstrando ser a análise a laser uma metodologia 

indicada para o nosso estudo já que permite a análise de um número maior 

de amostras e apresenta os resultados disponíveis para a análise 

imediatamente após a eletroforese. Além disso, com as amplificações 

padronizadas não se observa "background" nos perfis analisados. Como um 

dos nossos objetivos neste estudos é avaliar um número maior de amostras 

de HNSCC utilizando marcadores de microssatélites, os perfis entre as 

amostras normais e tumorais do mesmo paciente devem ser comparados o 

que resulta no dobro de análises necessárias para cada amostra. Além 

disso, todos os perfis que apresentam alterações devem ser confirmados em 

uma outra reação de amplificação. Segue-se então as análises do plasma da 

amostra alterada, que deve ainda ser repetida 3 vezes. 
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Figura 3 - Comparação entre as metodologias de análise de microssatélites 
baseadas em PGR. a) Detecção de MSI na amostra 26 de carcinoma 
gástrico, através da análise do locus D13S308 pela PGR radioativa. b) 
Detecção de MSI na amostra 26 de carcinoma gástrico através da análise do 
locus D13S308 pela PCR fluorescente. As setas indicam os novos alelos no 
tecido tumoral. 
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Visando dinamizar ainda mais a análise dos loci de microssatélites, 

padronizamos dois painéis de multiplex-PCR para análise no ABI-377, cada 

um contendo pares de iniciadores que flanqueiam três loci em uma mesma 

reação. Na padronização dos painéis levamos em consideração a variação 

no tamanho dos alelos descritos para cada locus (obtidos no banco de 

dados do "Genome database- GDB"), a interação entre os 6 iniciadores e o 

grupo fluorescente ligado a porção 5' de cada iniciador "sense" (que deve 

ser o mesmo para todos os iniciadores do mesmo painel segundo 

recomendações da empresa que os sintetiza). O triplex I contém os loci 

D5S1501, D12S1052 e D1S372, e todos os iniciadores "sense" são 

marcados com o grupo fluorescente FAM (figura 4-a). O triplex 111 contém os 

loci D17S97 4, D17S1294 e D13S800, cujos iniciadores "sense" são 

marcados com o grupo fluorescente TET (figura 4-b ). Durante a 

padronização dos painéis de multiplex, outro painel de multiplex PCR foi 

montado (Triplex 11 contendo os loci ATC6A60, ATA34E08 e D10S1221), no 

entanto a baixa percentagem de amostras que apresentou alterações nos 

loci testados (9,5°/Ó nas primeiras 21 amostras de tumor avaliadas) e a 

inconstância nos perfis de amplificação fez com que descontinuássemos as 

análises com este painel. As análises com os Triplex I e 111 foram utilizadas 

apenas nas amostras normais e tumorais. As amostras de plasma tiveram 

estes mesmos loci avaliados individualmente, pois a concentração de DNA 

presente nestas amostras é geralmente menor que nas amostras normais e 

tumorais, o que poderia diminuir a eficiência de amplificação dos produtos 

maiores em detrimento dos produtos menores. 
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Figura 4 - a) Eletroferograma mostrando análise dos tecidos normal e 
tu moral da amostra 87 com o Multiplex-1. b) Eletroferograma mostrando 
análise dos tecidos normal e tumoral da amostra 89 com o Multiplex-III. 

a) Tecido Normal 

0551501 01251052 0153721 

- -· 

Tecido Tumoral 

0551501 01251052 0153721 

b) 
Tecido Normal 

0173974 A 01731294 

~ -----------

D13S800 

Tecido Tumoral 

D17S974 D17S1294 D13S800 
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4.3 Detecção de alterações de MS/ e LOH nas amostras tumorais 

No total avaliamos 1 02 amostras normais e tu morais pareadas. No 

entanto, quando a ficha clínica de cada um dos pacientes foi analisada para 

a correlação dos dados clínicos e moleculares, 11 amostras foram retiradas 

do estudo pois não se tratavam de amostras de carcinomas espinocelulares 

de cabeça e pescoço. Do grupo restante de 91 pacientes, apenas um não 

pode ter o seu estadiamento clínico determinado, pois o paciente teve o seu 

tumor primário tratado em outro Hospital, sendo posteriormente transferido 

para o Hospital do Câncer para o tratamento de uma recidiva de um tumor 

de língua. Uma descrição detalhada de todas as amostras e todos os loci de 

microssatélites avaliados pode ser encontrada na tabela do artigo 2. 

As amostras foram avaliadas com oito loci de microssatélites: D2S123 

e D13S308 (analisadas no ALF-Express); D5S1501, D12S1052 e D1S1038 

(Triplex I - analisadas no ABI-377); e D17S974, D7S1294 e D13S800 

(Triplex m - analisadas no ABI-377) (Tabela 6). Como a LOH só pode ser 

evidenciada em perfis heterozigotos, utilizamos loci de microssatélites com 

índice de heterozigose descrito como igual ou superior a 65°/o. Os dois 

primeiros loci avaliados neste estudo foram utilizados na padronização das 

análises de detecção a laser. Na literatura estes loci são descritos com alta 

frequência de MSI em tumores cólon-retais (Boland et ai., 1998). 
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Tabela 6- Descrição dos /ocí de microssatélites avaliados* 

Intervalo de tamanho 
Índice de Localização 

Lo c i dos alelos amplificados 
heterozigose (o/o) Cromossômica 

(pb) 

028123 197-227 77 2p16 

0138308 147-? 81 13q11-13q12.1 

0581501---- 88-120 86 5q13.1/q13.2 

01281052 Triplex 120-189 89 12q14.3/q15 

0183721 I 194-266 66 1 
..;' 

0178974--- 191-227 75 17p12/p13.1 

01781294 Triplex 238-282 70 17p11.2/p11.2 

0138800 111 285-329 100 13q21.33 

*dados obtidos no Genome Database (http:/VV\NW.gdb.org/). 

Parte das 91 amostras de HNSCC analisadas neste trabalho 

apresentaram apenas uma alteração em um dos loci avaliados, no entanto 

outras apresentaram desde duas LOH, até uma única amostra que mostrou-

se alterada em 5 dos 8 loci analisados (Tabela 7). Do total de 91 amostras 

analisadas, 58 (64%,) apresentaram LOH ou MSI em pelo menos um dos oito 

loci de microssatélites analisados. Este valor está dentro da faixa de 

alteração descrita na literatura para amostras de HNSCC, mesmo levando-

se em consideração que nem todos os loci de microssatélites se encontram 

em regiões descritas como de alta frequência de LOH (Califano et ai., 1996). 

Os loci mais frequentemente alterados foram D17S97 4 e D13S800, o 

primeiro se encontra no braço curto do cromossomo (17p13.1) e o segundo 
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no braço longo do cromossomo 13 (13q21 ), ambas regiões que se 

encontram frequentemente deletadas em tumores de estadiamento 

avançado pois albergam os genes supressores de tumor p53 e Rb. Apenas 

3 amostras apresentaram MSI, que ocorreu nos loci D13S308, D12S1052 e 

D5S1501 (Tabela 8). Como já descrito anteriormente (páginas 34 e 35), a 

MSI não é uma alteração genética comumente observada em HNSCC, ao 

contrário da LOH que é frequentemente relatada em vários trabalhos (Field 

et ai., 1995; Nawroz et ai., 1994). 
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Tabela 7 - Número de alterações observadas nas amotras de HNSCC 

com os 8 /oci de microssatélites avaliados 

No DE o 1 2 3 4 5 TOTAL 
ALTERAÇÕES 

33 22 19 12 4 1 
91 

(36.3%) (24.2%)) (21%) (13%) (4.4%) (1.09°/o) 

Tabela 8 - Alterações nos 8 loci de microssatélites avaliados nos 91 

pacientes com HNSCC 

Loci de microssatélites avaliados 

Alteração M1 M2 M3 M4 MS M6 M7 

MSI no o 2 o 1 o o o Tumor 

LOH no 
14 15 6 1 11 29 11 tumor 

Total 14 17 7 3 11 29 11 

Legenda da tabela: M1: D2S123; M2: D13S308; M3: D5S1501; M4: 

D12S1052;M5:D1S1038;M6: D17S974;M7: D17S1294;M8: D13S800. 
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4.4 Detecção de DNA tumoral em amostras de fluidos corporais 

A procura de DNA ou células tumorais em amostras clínicas que 

contenham uma predominância de DNA ou células normais, pode dificultar 

muito o acesso às alterações genéticas presentes no DNA tumoral. A razão 

entre células normais e tumorais pode variar consideravelmente entre os 

fluidos corporais, ou mesmo entre indivíduos diferentes (Chen et ai., 1996; 

Nawroz et ai., 1994). Fatores como localização topográfica do tumor, 

irrigação sanguínea, drenagem linfática, necrose tumoral, resposta imune do 

indivíduo e o próprio estadiamento clínico do tumor são características 

fisiológicas e morfológicas que provavelmente influenciam na quantidade de 

células e/ou DNA tumoral circulante no plasma. 

Um teste molecular baseado em microssatélites pode identificar 

células tumorais na urina em 95%> dos casos de tumores de bexiga (Mao et 

ai., 1996b ), no entanto pode ser inadequado para detecção de DNA tu moral 

em pacientes com câncer de cólon. Apesar da LOH nos tumores cólon-retais 

ter sido detectada em 33 de 44 casos (80% ), nenhuma amostra apresentou 

a mesma alteração no plasma (Hibi et ai., 1998). Mesmo com a alta 

frequência de LOH observada nestes tumores (já que os loci de 

microssatélites se encontram em regiões de alta frequência de LOH 

descritas em câncer de cólon), esta baixa sensibilidade na detecção do DNA 

tumoral no plasma se deve ao tipo de marcador tumoral avaliado e ao 

próprio comportamento biológico destes tumores. As mesmas amostras de 

plasma avaliadas com microssatélites foram também testadas com outros 

marcadores tumorais frequentemente mutados em câncer cólon-retal: os 
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genes p53 e K-ras. Neste caso foram detectadas no tumor 7/1 O (70%) 

mutações em p53 e 3/16 ( 19°/o) mutações em K-ras. O encontro destas 

mesmas mutações em amostras de plasma correspondentes aos tumores 

mutados, quando p53 e K-ras foram analisados conjuntamente, ocorreu em 

40°/o dos casos. Portanto, testes clínicos de diagnóstico do câncer baseados 

na detecção de DNA tumoral em fluidos corporais vão estar limitados à 

tecnologia de análise disponível dos marcadores tumorais. 

O tipo de tumor e o tipo de marcador tumoral a ser avaliado são 

portanto, fundamentais na determinação dos resultados obtidos. O primeiro 

fator a ser levado em consideração na escolha do marcador tumoral, é a 

análise de uma possível associação entre este marcador e a detecção 

precoce ou seu valor prognóstico para o tecido tumoral analisado. Um bom 

marcador deve também possuir uma alta frequência de alteração no tumor 

que está sendo avaliado, o que lhe garante uma alta especificidade, além de 

também permitir uma boa sensibilidade de detecção, mesmo quando está 

presente na amostra avaliada um "background" de células normais que 

mascarem sua presença. Como por exemplo, a sensibilidade de detecção de 

p53 mutado em células tumorais de câncer oral presentes na saliva, é de 1 

em 10.000 células normais. Já o encontro de LOH pela análise de 

microssatélites no DNA de células presentes na urina de pacientes com 

câncer de bexiga, é observado quando a relação entre células tumorais e 

células normais é de pelo menos 1 :500 (Sidransky, 1997). A sensibi lidade na 

detecção de mutação de um gene, ou na presença de um novo alelo na MSI, 

é muito maior quando comparada com a detecção de LOH. Isso porque a 
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mutação de um gene ou a MSI representa uma característica nova no DNA 

das células tumorais, que as difere das células normais. Já a LOH 

representa a perda de uma região do DNA tumoral que também está 

presente no DNA normal. Assim durante a PCR (mesmo com a LOH em um 

dos alelos do DNA tumoral) o outro alelo do DNA tumoral e os alelos do DNA 

normal presentes na amostra, são também amplificados neste locus 

diminuindo a sensibilidade de detecção de LOH. 

Em HNSCC a LOH é uma das alterações moleculares mais 

frequentemente observadas, desde lesões pré-malignas até carcinomas 

invasivos (Field et ai., 1995). Além disso estudos preliminares indicavam a 

presença de DNA tumoral em fluidos corporais detectados através do uso de 

marcadores de microssatélites (Nawroz et ai., 1996). Sendo assim, optamos 

em nosso estudo por avaliar alterações em microssatélites no DNA tumoral e 

o seu encontro em plasma, lavado e escovado bucal de pacientes com 

HNSCC. 

4.4.1 - Detecção de DNA tu moral no plasma de pacientes com HNSCC 

Das 58 amostras de HNSCC que apresentaram LOH no tumor em 

pelo menos um dos /oci de microssatélites avaliados, 18 (31 %>) 

apresentaram esta mesma alteração no plasma (Tabela 9). Todas as 

amostras de plasma foram testadas em triplicatas, e estas só foram 

consideradas como alteradas quando os três perfis apresentavam o mesmo 

perfil de LOH. No início de nossas análises a amostra de plasma 

correspondente era testada, se o perfil de amplificação se apresentasse 
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igual ao perfil da amostra tumoral, esta amostra era considerada alterada no 

plasma e vice-versa. Com as primeiras análises em triplicata, observamos 

que nem sempre os perfis de amplificação eram idênticos entre si. Em 

algumas amostras, apenas um dos perfis apresentava a LOH, enquanto que 

os outros dois apresentavam o perfil igual ao do tecido normal. Outras 

amostras no entanto, apresentavam dois ou os três perfis iguais ao do 

tumor. Apesar de apenas um perfil de amplificação de uma amostra de 

plasma com LOH indicar a presença do DNA tumoral, resolvemos adotar um 

padrão mais rigoroso de avaliação. Pois, a presença do "background" de 

DNA normal contaminante diminui a sensibilidade de detecção da alteração 

molecular, podendo vir a comprometer um teste diagnóstico com falsos 

resultados positivos ou negativos. 

Este tipo de resultado mostra claramente que o "background" de DNA 

normal presente no plasma é um fator que pode estar mascarando a 

presença de DNA tumoral em algumas amostras que apresentaram um perfil 

correspondente ao tecido normal. Em uma situação patológica como no 

câncer, é possível que ocorra um aumento também no nível de DNA normal 

circulante devido a processos inflamatórios e a morte celular causada pela 

expansão do tumor. O uso da PCR na amplificação de alterações 

moleculares de um fragmento de DNA é eficiente apenas quando o 

fragmento alterado representa pelo menos 1 0% do número de cópias total 

(alterado e não alterado) deste fragmento (Simpson, 1997). Sendo assim, a 

sensibilidade de detecção de uma alteração como a LOH pode estar sendo 

encoberta pelos alelos normais contaminantes. 
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É importante notar, que todas as LOH detectadas no plasma no nosso 

estudo também foram identificadas previamente nos tumores 

correspondentes. Alguns trabalhos citam o encontro destas alterações 

apenas no plasma ou em outros fluidos corporais, sem a observação das 

mesmas no tecido tumoral original (Goessl et ai., 1998; Sozzi et ai., 1999). 

Autores destes trabalhos citam a presença de micrometástases não 
I 

detectáveis como causa destes achados. Outras hipóteses dizem sobre a 

detecção de clones tumorais heterogêneos, ou a presença de lesões ocultas 

nos pacientes. É realmente possível que as alterações só se encontrem 

presentes no plasma devido a razão entre o DNA tumoral versus o DNA 

normal ser maior que esta mesma relação no tumor, demonstrando o 

enriquecimento de DNA tumoral em fluidos corporais sugerido por vários 

grupos. No entanto, a presença destas alterações apenas nos fluidos 

corporais e não nos tumores, pode também sugerir a presença de um 

artefato não reprodutível gerado pela PCR, já que estes mesmos trabalhos 

não se referem à reprodutibilidade destes achados. 
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Tabela 9- Amostras de HNSCC alteradas no plasma erri pelo menos um 

/ocus de microssatélite 

Amostras TNM M1 M2 M3 M4 MS MS M7 M8 TOTAL 
35 T1NOMO - LOH - - - - - - 1 
68 T1NOMO - - - - - - - LOH 1 
109 T3N3MO - - - - - LOH - - 1 
120 T4NOMO - - - - - LOH - - 1 
137 T2NOMO - - - - - - - LOH 1 
141 T4N2aMO - - - - - LOH - - 1 
153 T3NOMO - - - - - LOH - - 1 
92 T4NOMO LOH - - - - - - - 1 
55 T2NOMO - - - - - MSI - - 1 
98 T3N1MO - - - MSI - - - - 1 
177 T2NOMO - LOH LOH - - - - - 1 
13 T3N3MO - - - - - LOH - LOH 2 
20 T3NOMO LOH LOH - - - - - - 2 
21 T3NOMO - MSI - - - - - LOH 2 
45 T4N2MO - - - - - LOH - LOH 2 
95 T3N1MO - - LOH - - - - LOH 2 
116 T4N1MO - - - - - LOH LOH - 2 
126 T2NOMO LOH - - - - - - LOH 2 

TOTAL - 3 4 2 1 o 8 1 7 -

Legenda da tabela: M1: D2S123; M2: D13S308; M3: D5S1501; M4: 

D1 2S1052;M5: D1S1038;M6:D17S974;M7: D17S1 294;M8: D13S800. 
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Apesar dos nossos resultados de detecção de DNA tumoral circulante 

no plasma de pacientes com HNSCC se derivarem da análise de um número 

de pacientes quatro vezes maior quando comparado com o trabalho de 

(Nawroz et ai., 1996), o percentual de detecção da alteração no plasma 

entre os dois trabalhos é bastante semelhante (respectivamente 29 e 31 %)). 

É interessante observar que o encontro de LOH no tumor foi de 64% dos 

casos no nosso estudo, e no outro trabalho este valor foi de 86%. Portanto, o 

maior nível de detecção da alteração no tumor (reportado no trabalho de 

Nawroz et ai, 1996) parece não ser determinante no encontro do DNA 

tumoral no plasma, ocorrendo uma concordância entre os resultados dos 

dois trabalhos. Os resultados mostraram-se independentes dos loci de 

microssatélites analisados, do número de pacientes analisados, da 

metodologia empregada na análise ou ainda das diferenças entre a 

composição das amostras. 

4.4.2 - Detecção de DNA tumoral no lavado e escovado bucal de 

pacientes com HNSCC 

Como uma extensão do nosso objetivo de detecção de DNA tumoral 

em plasma de pacientes com HNSCC, investigamos a presença de células 

tumorais de pacientes com câncer de boca e orofaringe em outros dois tipos 

de materiais: lavado bucal (MW) e escovado bucal (LB). No Brasil foi 

estimada a ocorrência de cerca de 8.000 novos casos de câncer oral no ano 

de 1999, um dos tipos mais comuns de tumores de cabeça e pescoço 

t '' '' f ·rm .. ttTM'ttr - ' ·rw · w ··çg t ·· y- ··y· · r ' 5 r W#i' ®Tf ''"tS:YC#fP" .... , ' t t 'IMXfW~t*t' W '' t - PM ' C'W' , .. - 1 r "i ' t tM 

Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 



Parte III - Discussão 63 
AR .,". U4ikJti..#-W .. ~.Jk ... B9Pit1JAQJM( J#.MAt;..}.J . ®UA.Q&.tQ:-::1 , _ .: ..-.--.-- ~- 4 ,_ ,l.l)#ltqLA .. J. _.,..Ç RM .Q1!4 .. A • .i.JP.UAQ.L{ . t.. _. AJI#J.ni@ .Wl.ttlt( .~ ..i4XJ.. @5 .$k JL.$.4@.1(.6 4 .• 14+*! 

(Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria Nacional de Assistência à Saúde. 

Instituto Nacional de Câncer, 1999). 

Em um estudo piloto trabalhamos com amostras de MW e LB de 6 

pacientes usando 13 toei de microssatélites (D13S308, D5S1501, 

ATA44E08, D10S1221, D12S1052, D2S123, D17S2180, D1S3721, 

D17S1294, D17S974, D9S930, D3S1284, D13S800). Das 6 amostras 

avaliadas 4 apresentaram LOH na amostra tumoral em pelo menos um dos 

marcadores usados (4/6 - 66.6%>). Em todas estas quatro amostras as 

alterações tu morais foram encontradas no escovado bucal ( 4/4 - 1 00°/o ). 

Duas das amostras de lavado bucal confirmaram as perdas de heterozigose 

observadas nos tumores e no escovado (2/4 - 50%). Os resultados obtidos 

com o MW foram bastante positivos, mostrando a viabilidade da detecção do 

DNA de células desprendidas do tumor de uma maneira menos invasiva que 

uma biópsia ou uma punção venosa. 

Avaliamos então mais outras 13 amostras de MW e LB, utilizando os 

8 toei de microssatélites que se mostraram mais informativos no estudo 

piloto (ver Tabela do Artigo 2) . No total das 19 amostras de MW e LB 

analisadas (todas já avaliadas e demonstrando LOH em pelo menos 1 

toeus), 16 (84%) apresentaram LOH no MW e/ou no LB. Em um único caso 

a LOH foi detectada apenas no MW, enquanto que em outras quatro, só o 

LB apresentou LOH. O enriquecimento de DNA tumoral em amostras de 

MW e LB, pode ser notado pela presença de LOH em ambos os materiais 

em quatro toei de uma mesma amostra, e pela reprodutibilidade dos perfis 

quando as reações foram repetidas (ver Figura do Artigo 3). Além disso, 5 
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das 6 (83.3%>) amostras de tumores com estadiamento inicial testadas 

apresentaram LOH em MW e/ou LB, mostrando o potencial desta estratégia 

na detecção precoce do câncer. 

Tanto a reprodutibilidade quanto o enriquecimento de DNA tumoral 

observados em MW e LB mostraram-se superiores às análises com plasma. 

Resultados mais sensíveis que os deste trabalho (utilizando marcadores de 

microssatélites) só foram obtidos na análise de urina de pacientes com 

câncer de bexiga (Mao et ai., 1996b) e com a avaliação de exfoliado oral de 

pacientes com câncer oral (Rosin et ai., 1998). Assim sendo, a investigação 

de DNA alterado em MW e LB poderá ser muito útil na avaliação de lesões 

pré-malignas como eritroplasia e leucoplasia, principalmente para 

profissionais da saúde não especializados na área de oncologia, como 

clínicos gerais ou dentistas. 

As lesões pré-malignas são caracterizadas por um aumento na 

capacidade proliferativa, e cada uma delas possui potencial para a 

transformação maligna (Schantz et ai., 1997; Tradati et ai., 1997). 

Geralmente, estas lesões são avaliadas por citologia ou por exfoliado de 

células orais, ambas análises dependentes de interpretação de patologistas 

experientes e sujeitas a diagnósticos de falsos negativos (Martin et ai., 

1998; Ogden, 1997). A presença de LOH em algumas regiões genômicas 

pode indicar uma progressão para a malignidade nestas lesões, servindo 

como uma ferramenta no diagnóstico do câncer e sugerindo uma terapia 

mais agressiva para estes pacientes (Roz et ai., 1996; Ma o et ai. , 1996a; 

Partridge et ai., 1998). 
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4.5 Detecção de DNA tu moral de estadiamento inicial 

Dos 90 tumores que puderam ser estadiados, 17 ( 19%) foram 

classificados como de estadiamento I ou 11 e os restantes 73 (81%) foram 

classificados como de estadiamento clínico 111 ou IV. No plasma, foram 

detectados 6 dos 17 (35%) casos de estadiamento I e li com alterações 

moleculares, enquanto que os 12 dos 73 ( 16%) casos restantes são de 

estadiamentos 111 e IV. Um dado do nosso artigo número 2, mostra que 

apesar de nossa população de estudo ser composta de 19°/Ó de amostras de 

estadiamento inicial e no trabalho de Nawroz et ai., 1996 este número ser de 

38%, nós detectamos LOH no plasma em 35% das amostras, enquanto que 

este autor não detectou alterações em casos deste estadiamento (ver 

Tabela 9). 

Nas análises das amostras com estadiamento I e 11 , desta vez 

utilizando MW e LB, observamos o encontro de DNA tumoral em 5 das 6 

amostras (83% ), sendo que amostas deste estadiamento perfaziam 32°/Ó do 

total de 19 amostras. 

Apesar destes dados não se correlacionarem com o prognóstico dos 

pacientes eles podem ser importantes no diagnóstico da doença, já que 

pacientes com tumores de estadiamentos iniciais de câncer frequentemente 

manifestam sintomas e achados mínimos, resultando em um descaso no 

diagnóstico que se reflete em uma baixa sobrevida (Ciark, 1978). Apesar do 

sucesso no tratamento do tumor primário, recorrências ou aparecimento de 

um segundo tumor primário são frequentes no trato aerodigestivo superior e 
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no pulmão (Schantz et ai. , 1997; Sturgis e Miller, 1995). Não estamos 

propondo com esta observação um rastreamento de grupos susceptíveis ao 

desenvolvimento de HNSCC. No entanto, nossos resultados podem indicar 

que o desenvolvimento de outros estudos analisando um maior número de 

pacientes ou de pessoas dentro de grupos de risco de desenvolvimento da 

doença (como etilistas e tabagistas), pode aumentar ainda mais a detecção 

de tumores de estadiamentos precoces. Apesar da viabilidade da anál ise de 

vários loci de microssatélites de uma maneira rápida e eficiente, a pesquisa 

no plasma com outros marcadores tumorais frequentemente alterados em 

HNSCC, também seria uma alternativa no aumento da sensibil idade de 

detecção do DNA tumoral. 

Outros trabalhos também detectaram a presença de amostras de 

estadiamento precoce no plasma de pacientes com câncer, util izando 

microssatélites (Goessl et ai., 1998; Sanchez-Cespedes et ai., 1998). No 

entanto, não foi mostrada a associação entre os dados moleculares com a 

carga tumoral, com o tamanho do tumor ou o estadiamento histopatológico, 

sugerindo que a presença de DNA tumoral no plasma é independente do 

estadiamento cl ínico. 

Já o DNA mutado de tumores de estadiamento avançado também 

pode ser útil na identificação de recorrência tumoral ou segunda neoplasia 

primária em pacientes com alto risco de desenvolver tumores secundários, 

ou mesmo indicar a presença de metástases ainda não detectadas. 

Partindo-se da hipótese que as transformações neoplásicas em câncer de 

cabeça e pescoço possuem evidências de uma origem clonal comum (Bedi 
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et ai. , 1996; Califano et ai., 1999), talvez o monitoramento do perfil do DNA 

alterado também seja úti l para determinar a resposta do tumor à terapia 

uti lizada. 

4.6 Análise de controles normais de plasma, MW e LB 

Diante da possibilidade de alguns dos resultados obtidos nas análises 

das amostras de plasma, MW e LB serem artefatos gerados pela PC R, e 

não representarem fielmente o encontro de alterações no DNA tumoral, 

analisamos estes mesmos materiais coletados de pessoas saudáveis, 

usadas como controles normais. 

Quarenta amostras de linfócitos e plasmas normais pareados foram 

analisados com os loci D17S97 4 e D13S800, os marcadores mais alterados 

nas amostras tumorais. Todas as amostras foram testadas em triplicatas, 

assim como as amostras dos pacientes com câncer. Das amostras 

analisadas, 30% apresentaram os 3 perfis de amplificação idênticos ao DNA 

normal. As restantes 70°/o das amostras, ou não amplificaram, ou apenas um 

ou dois dos três perfis apresentaram o perfi l igual ao da amostra normal. 

Uma hipótese para a ocorrência desta ausência de reprodutibi lidade nos 

perfis de plasma é a alta sensibi lidade de detecção pela anál ise de 

microssatélites a laser (Hampton et ai., 1996). Baixas concentrações de DNA 

resultariam em poucas moléculas amplificadas, tendo como consequência 

flutuações entre os perfis de amplificação da mesma amostra. Alguns perfis 

de DNA normal que aparentavam LOH no plasma foram detectadas em 

algumas amostras, no entanto estas alterações nunca foram reprodutíveis 

entre si, evidenciando o efeito de di luição de DNA. Como descrito na 
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literatura, indivíduos normais apresentam menos DNA livre circulante em 

relação aos pacientes com algumas doenças auto-imunes, inflamatórias ou 

com câncer (Bevilacqua et ai., 1998). 

No entanto, as análises dos controles normais de MW e LB se 

mostraram totalmente reprodutíveis entre si. Dez controles normais de 

linfócitos, MW e LB foram testados em triplicata com os loci D17S97 4 e 

D13S800 (ver Figura do Artigo 2). Todas as amostras foram amplificáveis, 

evidenciando o maior enriquecimento de DNA em MW e LB. A frequente 

descamação da mucosa oral certamente contribui para este fato. 

4. 7 Análise estatística entre os dados clínicos e os achados 

moleculares 

Os dados clínicos dos 91 pacientes foram coletados segundo uma 

ficha de identificação de cada paciente, contendo as seguintes informações: 

sexo, idade, raça, etilismo, tabagismo, história familiar, localização tumoral, 

tipo de tratamento ministrado, recorrência e presença de um segundo tumor 

primário. A inclusão dos parâmetros clínicos contidos na ficha de 

identificação seguiu a orientação do Departamento de Cirurgia de Cabeça e 

Pescoço e Otorrinolaringologia do Hospital do Câncer A. C. Camargo. 

Verificamos a associação entre os dados clínicos e os resultados 

moleculares obtidos. Pela utilização de tabelas de contingências, foram 

feitos testes de qui-quadrado e exato de Fischer com intervalo de confiança 

de 95%. As variáveis clínicas, como por exemplo: tipo de tratamento 

empregado, estadiamento clínico do tumor, tabagismo, etilismo, entre 

'ttt r K " · znnn *r f t r--· W' r · n ·te ·er r: · -· 
Dissertação de Mestrado - Diana Noronha Nunes 



Parte III - Discussão 69 
4(#00 ~. JJ5GU t . J% 1A~. tJJ. W(A .. JL.\t;.JU .. J§.ikAPtfJ .AJ(#I.JiZUQ..$ .t_.J· l -.U .4 iVJ).l.kJUQA%CQ&MIJS!iil4.4.t~ .. .ki . ~W.StMJQ&J . t .. :lÇ~ _UMJiQ4.P.J&t;W.ttZit4;tA,_$?JtlM .itZ.&2 .44411 .4-à.t l 4 .\ . iJX.:?.i 

outras; foram comparadas com o "status" de cada paciente em relação a 

presença ou não de alteração no tumor. Para os pacientes sem alteração 

no tumor foi atribuído o número zero, para uma única alteração atribui-se o 

número um, duas alterações o número 2 e assim sucessivamente. 

Posteriormente agrupamos os pacientes em 2 grupos: um contendo 

pacientes que não apresentaram alterações genéticas nos marcadores 

avaliados, e um segundo com aqueles que apresentaram pelo menos um 

locus alterado. Da mesma maneira, para as amostras que foram testadas 

no plasma também foram atribuídos números em relação à presença ou 

ausência de alterações. Estas mesmas avaliações foram feitas nas 

amostras de tumores, MW e LB. Para todas as variáveis testadas nas 

análises de contingência, nenhuma correlação com significado estatístico (p 

s; 0.05) foi encontrada. 

Também foi avaliada a sobrevida dos 2 grupos de pacientes (com e 

sem alterações moleculares), associando as variáveis clínicas com os 

resultados experimentais. Algumas curvas de sobrevida mostraram uma 

tendência de maior tempo de sobrevida para os pacientes que 

apresentaram LOH e/ou MSI tanto nos tumores, quanto nos plasmas. No 

entanto, encontramos significado estatístico apenas para o grupo de 

pacientes com carcinoma de hipofaringe que apresentaram LOH no tumor 

em pelo menos um dos loci de microssatélites avaliados. 
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Nove pacientes dos 91 avaliados neste estudo possuíam tumores 

primários de hipofaringe. Estes pacientes foram submetidos à ressecção 

cirúrgica, seguidos ou não de radioterapia pós-operatória, sendo todos de 

estadia clínico avançado (estadias III e IV). Todos os pacientes sem LOH 

nos toei de microssatélites avaliados morreram em menos de um ano do 

diagnóstico da doença. No entanto, apenas um dos pacientes com perdas 

alélicas morreu, sendo que o seguimento médio deste grupo foi de 3 anos. 

Esta diferença na sobrevida dos dois grupos se mostrou estatisticamente 

significativa, com um p~ 0.0027 (Figura 5-a). Como este resultado baseou-

se na análise de apenas 9 pacientes, avaliamos mais 16 amostras de 

hipofaringe com os mesmos marcadores na tentativa de validar os achados. 

Com o total de 25 amostras de tumores de hipofaringe analisadas, o grupo 

de pacientes com LOH apresentou uma sobrevida em cinco anos de 61.3% 

contra uma sobrevida de 28,6% do grupo de pacientes sem LOH neste 

mesmo período de tempo. A presença de LOH em pelo menos um dos 

microssatélites avaliados, mostrou-se um marcador de melhor prognóstico 

para pacientes com câncer de hipofaringe, com um p~0.0213 (Figura 5-b). 
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Figura 5 - Curvas de Kaplan-Meier de pacientes com câncer de hipofaringe, 
com presença e ausência de LOH em pelo menos um dos loci avaliados. a) 
1 o curva de sobrevi da com total de 9 pacientes. b) 2 o curva de sobrevi da 
com total de 25 pacientes. Em vermelho: grupo de pacientes com LOH, em 
azul: grupo de pacientes sem LOH. 
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Uma correlação entre a existência de LOH em tumores e um aumento 

na sobrevida dos pacientes é um dado inédito na literatura para qualquer 

tipo de tumor. A presença de LOH é certamente um reflexo de uma 

desorganização e instabilidade genômica (Califano et ai., 1996), que neste 

caso parecem ser fatais para o clone tumoral em progressão. O acúmulo de 

LOH em tumores está associado a uma progressão da doença, pois implica 

na inativação de genes supressores de tumor necessários para o controle 

do ciclo celular e apoptose (Fearon e Vogelstein, 1990). No entanto, 

provavelmente a ocorrência de LOH não está limitada apenas a genes 

supressores de tumor. Durante o crescimento descontrolado de clones 

tumorais, é possível que outras regiões cromossômicas sejam deletadas, 

inviabilizando a expansão destes clones. Talvez a própria etiologia 

molecular dos tumores de hipofaringe seja distinta dos outros tumores da 

via aerodigestiva superior, o que aliás explicaria a menor sobrevida e a 

maior agressividade destes tumores quando comparados a HNSCC de 

outras localizações topográficas (Kowalski et ai., 1995). 

Na síndrome de câncer de cólon hereditário não poliposo (HNPCC), 

que possui a instabilidade de microssatélites como uma de suas principais 

·características, os pacientes geralmente têm uma sobrevida maior que em 

outros tipos de câncer de cólon (Watson et ai. , 1998). Pacientes com 

carcinomas gástricos com erro de replicação de DNA também parecem 

possuir melhor prognóstico (Oliveira et ai., 1998; Watson et ai., 1998). Estes 

achados podem sugerir que apesar do câncer ser uma doença causada por 

um acúmulo de alterações genéticas, estas alterações tem um limite ótimo, 
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que pode variar de acordo com o tipo de tumor e localização topográfica, 

viabilizando ou impedindo a expansão daquele clone celular. Se um número 

muito grande de alterações genéticas ocorrer no DNA, a progressão tumoral 

pode ser comprometida ou mesmo inviabilizada. Este limite de alterações 

deve ser variável de acordo· com o tecido em questão, uma possibilidade 

seria que em tumores com localização topográfica de hipofaringe estas 

alterações sejam mais críticas para o desenvolvimento do clone tumoral. 

Existem evidências de estudos em tumores cólon-retais, sugerindo 

que um repertório de genes diferentes estejam alterados em tumores com e 

sem erro reparo de duplicação no DNA. Mutações distintas também estariam 

associadas a estes dois fenótipos, o que evidenciaria vias distintas de 

tumorigênese (Fuzikawa et ai., 1997; Olschwang et ai., 1997). Assim, 

tumores com erros de reparo de duplicação apresentam menos 

frequentemente LOH, quando comparados com tumores sem erros de 

reparo de replicação (Thibodeau et ai., 1993). Está hipótese pode ser 

comprovada quando observa-se o padrão de alterações genéticas 

observadas em alguns tipos de tumores, como no casos de tumores de 

bexiga e de cabeça e pescoço, onde a frequência de LOH é geralmente 

superior a MSI (ver tabelas 1 e 2) . 
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5. CONCLUSÕES 

• A metodologia semi-automatizada na análise de microssatélites 

A viabilidade deste estudo, com um grande número de amostras e de 

loci analisados, só foi possível devido ao uso da análise semi-automatizada 

de microssatélites. Esta metodologia se mostrou bastante reprodutível e 

sensível na detecção das alterações moleculares encontradas no tumor, no 

plasma, no MW e na LB. Para dinamizar ainda mais as análises das 

amostras, dois painéis de multiplex-PCR foram padronizados para avaliação 

das amostras normais e tumorais. 

• O encontro de LOH e MSI em HNSCC 

A avaliação dos oito loci de microssatélites utilizados neste estudo 

permitiu a detecção de LOH em 64°/Ó das 91 amostras analisadas, no entanto 

apenas 3 (3.3%) destas mesmas apresentaram MSI. Assim como descrito 

na literatura a LOH foi a alteração molecular mais comumente detectada nas 

amostras tumorais. Os loci de microssatélites localizados em regiões de 

frequentes perdas alélicas em HNSCC (17p13 e 13q21) foram os mais 

àlterados, respectivamente com 29% e 25% de amostras apresentando 

LOH. 
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• O encontro de LOH e MSI no plasma 

Das 58 amostras tu morais alteradas, 18 (31%) apresentaram no 

plasma a mesma alteração observada no tumor. Todas as amostras de 

plasma foram testadas em triplicata, para garantir a fidelidade dos 

resultados. Todas as MSI encontradas nos tumores foram confirmadas no 

plasmas. Amostras de estadia inicial foram preferencialmente detectadas no 

plasma em relação à amostras de estadia avançado, sugerindo que a 

presença de DNA tumoral no plasma pode permitir o diagnóstico precoce de 

HNSCC. 

• O encontro de DNA tumoral em MW e LB de pacientes com câncer 

oral e de orofaringe. 

Buscamos em 19 amostras de MW e LB a presença de LOH 

previamente identificada nas correspondentes amostras de tumores. Das 19 

amostras, 16 (84%) apresentaram LOH no MW e/ou LB, mostrando um 

maior enriquecimento de DNA tumoral nestes materiais em relação ao 

plasma. Além disso, 5 das 6 (83°/o) amostras de tumores de estadia precoce 

testadas apresentaram LOH no MW e/ou LB, indicando o uso destes 

materiais na detecção precoce de tumores boca e orofaringe. 
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• Análise de controles normais de plasma, MW e LB. 

Analisamos 40 amostras de plasma e 1 O amostras de MW e LB 

coletadas de voluntários saudáveis como controles normais nos respectivos 

estudos. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata para testar a 

reprodutibilidade dos resultados. Nas análises de plasma apenas 30% das 

amostras foram reprodutíveis evidenciando a baixa concentração de DNA 

presente neste material em indivíduos normais. No entanto, nos controles de 

MW e LB todas as amostras amplificaram de maneira consistente, 

mostrando o perfil idêntico ao do DNA normal. 

• Anãlise estatística entre os dados clínicos e moleculares 

A presença de DNA no plasma de pacientes com HNSCC não 

mostrou nenhuma correlação estatisticamente significante em relação às 

variáveis clínicas avaliadas. A detecção de DNA no plasma mostrou-se 

independente do estadia clínico dos pacientes. 

• LOH em tumores de hipofaringe como marcador de melhor 

prognóstico 

Analisamos 25 amostras de carcinoma espinocelular de hipofaringe, 

com oito /oci de microsatélites. O grupo dos pacientes com LOH em pelo 

menos um dos loci de microssatélites testados, apresentou uma sobrevida 

média de 63% contra apenas 28°/o do grupo sem LOH, em um intervalo de 5 

anos (p~0.0213). Sendo assim, os dados indicam que a LOH em pacientes 

com carcinoma espinocelular de hipofaringe sugere ser um marcador de 

melhor prognóstico. 
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