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RESUMO 

 

 

Cavarson CH. Alterações gênicas em mesoteliomas maligno e importância da proteína BAP‐

1 para o processo tumoral. [Dissertação]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 2021. 

 

O  asbesto  apresenta  grande  utilidade  comercial,  no  entanto,  é  o  mais  importante 

carcinógeno ocupacional. O mesotelioma maligno é o  tumor mais  frequente causado pela 

exposição  ao  asbesto,  porém  devido  ao  tempo  de  latência  entre  a  exposição  e  o 

desenvolvimento  da  doença  pode  chegar  a  30  anos,  o  desenvolvimento  de  políticas  de 

prevenção é muito difícil. Além disso, as dificuldades de diagnóstico e ausência de terapias 

específicas,  fazem  com  que  este  tumor  tenha  altas  taxas  de mortalidade,  com  sobrevida 

estimada  em  8  meses.  Estima‐se  que  o  Brasil  ainda  deverá  observar  um  aumento  na 

incidência  deste  tipo  de  tumor,  resultado  das  décadas  de  exposição  de  trabalhadores  da 

indústria  do  asbesto.  Portanto,  compreender  os mecanismos moleculares  associados  ao 

mesotelioma  maligno  é  fundamental  para  o  desenvolvimento  de  novas  estratégias 

terapêuticas  e  de  diagnóstico.  O  objetivo  deste  trabalho  foi  caracterizar  o  perfil 

epidemiológico  dos  pacientes  acometidos  com  mesotelioma  maligno  atendidos  na 

instituição,  caracterizar  a  via  de  sinalização  PI3K/AKT/mtor,  assim  como  identificar  as 

alterações  gênicas  em  amostras  de  mesotelioma  disponíveis.  O  perfil  epidemiológico 

encontrado do portador de mesotelioma pleural maligno é: homem, ECOG1, diagnosticado 

entre 65‐74 anos, sem exposição ao asbesto, de estágio IV, tabagista, com tumor epitelioide, 

tratados  com  cirurgia  e  quimioterapia,  sem  histórico  familiar  de  cancer,  e  com  histórico 

pessoal  de  neoplasia,  com  progressão  local  e  recidiva  da  doença.  Enquanto  o  perfil  do 

portador de mesotelioma peritonial maligno é: mulher, ECOG 1, diagnosticado entre 21 e 44 

anos, sem exposição ao asbesto, estádio IV, não fumante, não etilista, apresentando tumor 

de histologia epitelioide, tratado com quimioterapia, sem histórico  familiar de câncer, sem 

progressão da doença e  sem  recidiva, e  com histórico de neoplasia  anterior. A partir dos 

dados clínicos encontramos:  indicativos de predominância de síndrome hereditária, relação 

entre expressão de BAP‐1 e sobrevida global, expressão de BAP‐1 e histologia dos tumores, e 

ausência  de  correlação  entre  a  expressão  de  BAP‐1  e  a  topografia  do  tumor.  Foram 

coletados  fragmentos  de  espécimes  cirúrgicos  de  tumor  de  5  pacientes  para  o 



estabelecimento  de  linhagens  celulares.  As  células  tumorais  cultivadas  apresentaram 

preservação  de marcadores  de mesotelioma  como  citoqueratina AE1/AE3,  podoplanina  e 

WT‐1;  e  ativação  das  vias  PI3K/AKT/mTOR.  Destes  5  casos  de  mesotelioma  maligno, 

conseguimos  estabelecer  com  sucesso  3  linhagens  celulares  humana  e  2  linhagens  de 

xenoenxerto murinho. A  partir  do  sequenciamento  destas  3  linhagens  encontramos  1220 

alterações  gênicas,  dentre  elas  81  inéditas  e  de  potencialmente  maligno.  Encontramos 

também  11  alterações  correspondentes  com  as  20  mais  encontradas  em  mesotelioma 

maligno de acordo com o The Cancer Genome Atlas TCGA. Entretanto, apenas uma alteração 

em BAP1  foi  identificada. Os  resultados deste  trabalho permitirão  realizar  futuros ensaios 

funcionais in vivo e in vitro para elucidar os mecanismos envolvidos no processo tumoral do 

mesotelioma maligno. 

 

Descritores: Asbesto; Oncologia Molecular; Diagnóstico Histopatológico. 



ABSTRACT 
 

 

Cavarson CH. [Genetic alterations in malignant mesotheliomas and the importance of BAP‐

1 protein  for  the  tumoral process].  [Dissertação]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 

2021. 

 

The  asbestos  has  great  commercial  utility.  However,  they  are  the  most  important 

occupational carcinogens. The malignant mesothelioma  is the most common tumor caused 

by  asbestos’  exposure,  however  due  to  the  latency  time  between  exposure  and  the 

development of the disease can take up to 30 years, the development of prevention policies 

is very difficult. In addition, the difficulties of diagnosis and the absence of specific therapies, 

cause this tumor to have high mortality rates, with an estimated survival of 8 months.  It  is 

estimated that Brazil will still see an  increase  in the  incidence of this type of tumor, as the 

result of decades of exposure of workers in the asbestos industry. Therefore, understanding 

the molecular mechanisms  associated  with malignant mesothelioma  is  essential  for  the 

development of new therapeutic and diagnostic strategies. The objective of this work was to 

characterize  the epidemiological profile of patients affected with malignant mesothelioma 

treated at the  institution, to characterize the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, as well as 

to  identify  the genetic alterations  in available mesothelioma  samples. The epidemiological 

profile found malignant pleural mesothelioma patients is: male, ECOG1, diagnosed between 

65‐74  years  old, without  exposure  to  asbestos,  stage  IV,  smoker, with  epithelioid  tumor, 

treated  with  surgery  and  chemotherapy,  without  family  history  of  cancer,  and  with  a 

personal  history  of  neoplasia,  with  local  progression  and  disease  recurrence. While  the 

profile  of  malignant  peritoneal  mesothelioma  patient  is:  woman,  ECOG  1,  diagnosed 

between  21  and  44  years  old, without  exposure  to  asbestos,  stage  IV,  non‐smoker,  non‐

alcoholic, presenting epithelioid histology tumor, treated with chemotherapy, without family 

history of  cancer, without progression of  the disease  and without  recurrence,  and with  a 

history of previous neoplasia. From the clinical data we found: indicative of predominance of 

hereditary  syndrome,  relationship  between  BAP‐1  expression  and  overall  survival,  BAP‐1 

expression and tumor histology, and absence of correlation between BAP‐1 expression and 

the topography of the tumor in our cohort. Fragments of surgical specimens of tumor were 



collected  from 5 patients  for  the establishment of  cell  lines. Cultured  tumor  cells  showed 

preservation of mesothelioma markers such as cytokeratin AE1/AE3, podoplanin and WT‐1; 

and  activation  of  PI3K/AKT/mTOR  pathway.  Among  these  5  cases  of  malignant 

mesothelioma,  we  were  able  to  successfully  establish  3  human  cell  lines  and  2 murine 

xenograft lines. From the sequencing of these 3 lines we found 1220 gene alterations, 81 of 

them were unpublished and potentially malignant. We also found 11 changes corresponding 

to  the  20  most  commonly  found  in  malignant  mesothelioma  according  to  the  TCGA. 

However, only one change in BAP1 was identified. The results of this study will allow future 

tests  in  vivo  and  in  vitro  to  elucidate  the  components  involved  in  the  malignant 

mesothelioma tumor process. 

 

Keywords: Asbestos; Molecular Oncology; Histopathological Diagnosis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 O MESOTELIOMA MALIGNO 

 

O mesotelioma maligno é um tumor considerado raro, com prevalência  inferior a 1 

em 20 milhões de indivíduos, que afeta superfícies serosas, como a pleura (cerca de 80% dos 

casos), peritônio (11% dos casos) e menos comumente o pericárdio e a túnica vaginalis 1. A 

despeito de sua raridade, seu impacto socioeconômico é dado pela associação causal entre 

exposição  intermitente  e  pregressa  a  compostos  derivados  de  fibras  amiantoides,  como 

asbesto, com desenvolvimento tardio da doença em 80% dos casos após período latente de 

20 a 40 anos 2,3. Os dados epidemiológicos da base de dados Survival Epidemiology and End 

Results‐SEER  estimam  cerca  de  3000  casos  novos  diagnosticados  por  ano  nos  Estados 

Unidos,  afetando predominantemente homens  acima de 65  anos,  correspondente  a 0,1% 

dos óbitos nos Estados Unidos da América‐EUA 4. No Brasil, assim como em outros países em 

desenvolvimento,  estima‐se  subnotificação  da  doença,  com  3718  óbitos  relatados  entre 

1980 a 2010 2. Em vista de seu período de  latência e do auge da produção de amianto na 

década  de  1980  no  Brasil,  estimam‐se  picos  de  incidência  nas  próximas  duas  décadas. O 

mesotelioma  peritoneal  maligno  é  responsável  por  aproximadamente  entre  10‐30%  de 

todos  os  casos  de  mesotelioma  maligno  em  todo  o  mundo  5.  A  mediana  de  idade  ao 

diagnóstico em comparação ao mesotelioma pleural maligno é de 63 versus 71 anos, além 

de  apresentar  uma  associação  menor  com  a  exposição  ao  asbesto  de  33‐50%  quando 

comparado ao pleural que apresenta aproximadamente 80% de associação 5.  

O mesotelioma maligno é  também um dos cânceres mais  letais, em parte devido a 

uma alta dificuldade diagnóstica, que se dá pela demora da ocorrência da manifestação de 

sintomas  (podendo  levar até 30 anos) e presença de sintomas não específicos como  tosse 

seca, dispneia, dor torácica, fraqueza e emagrecimento. Em virtude do seu difícil diagnostico, 

é  necessária  a  realização  de  exames  de  imagem  como  tomografia  computadorizada, 

tomografia por emissão de pósitrons ‐PET‐ e ressonância magnética de imagem.  

Adicionalmente, outras análises histopatológicas podem ser  feitas para confirmar o 

diagnóstico. A Organização Mundial de Saúde‐OMS consolidou em 2015 a existência de três 
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padrões histológicos em mesotelioma maligno: epitelial, sarcomatoso e bifásico (ou misto). 

Esta  determinação  histológica  pode  auxiliar  no  diagnóstico  diferencial  do  paciente,  assim 

como  na  seleção  de  marcadores  apropriados.  Os  mesoteliomas  malignos  epiteliais  são 

compostos  por  células  poligonais,  ovais  ou  cuboides  e  são  o  tipo  mais  frequente,  os 

sarcomatosos apresentam células  fusiformes e os bifásicos apresentam ambas morfologias 

celulares  no  mesmo  sítio  tumoral.  Após  o  diagnóstico,  o  paciente  apresenta  sobrevida 

mediana de aproximadamente 8 a 12 meses 6. 

O  mesotelioma  possui  alto  grau  de  malignidade,  apresentando  invasão  local  de 

partes moles e pode derivar metástases para os pulmões,  fígado, pâncreas, rins, glândulas 

suprarrenais  e  medula  óssea  7.  Os  tipos  de  tratamentos  e  terapias  a  serem  utilizadas 

depende  de  fatores  como  estágio  tumoral,  se  o mesmo  é  ressecável  ou  não  (remoção 

cirúrgica de células tumorais), e as condições físicas gerais do paciente. O tratamento pode 

envolver  ressecção  cirúrgica,  radioterapia  e  quimioterapia.  Recentemente  também  foi 

incorporado  no  tratamento  do mesotelioma maligno,  a  imunoterapia  com  associação  de 

agentes anti‐PD‐L1 e anti‐CTLA4. 

No mesotelioma  peritoneal maligno,  a  prevalência  entre  homens  e mulheres  é  a 

mesma, com faixa etária mais recorrente em jovens, e estima‐se que a cada ano 400 novos 

casos  são  diagnosticados  nos  Estados  Unidos  8.  Como  não  existem  sintomas  clínicos 

específicos para o mesotelioma peritoneal maligno  9, os pacientes geralmente apresentam 

sintomas vagos e inespecíficos que incluem distensão abdominal, dor e perda de peso. Assim 

o diagnóstico é frequentemente feito de forma tardia e o prognóstico geralmente é ruim (10 

a 12 meses) 10. Ainda de acordo com Lin et al. 9, muitos casos permanecem assintomáticos 

até que o tumor preencha a cavidade abdominal. Outro fator agravante para o diagnóstico 

diferencial  entre  mesotelioma  peritoneal  e  outros  tumores  peritoneais  é  a  similaridade 

clínica, padrões de  imagem e aparência histológica. No Brasil, é esperado um aumento na 

incidência de mesotelioma maligno na próxima década e sabendo que o seu prognóstico é 

limitado  torna‐se  essencial  a  ampliação  do  conhecimento  dos  mecanismos  moleculares 

associados a esta patologia e a busca por novas abordagens terapêuticas. 

Segundo  as  diretrizes  do  National  Comprehensive  Cancer  Network  (NCCN),  os 

tratamentos  de  primeira  linha  incluem  imunoterapia  e  drogas  a  base  de  platina  em 

associação com pemetrexede ou gemcitabina. Pacientes com estadiamento I a III, com bom 

ECOG  (a escala de desempenho ECOG descreve o nível de  funcionamento de um paciente 
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em  termos de  sua  capacidade de  cuidar de  si mesmo, atividade diária e  capacidade  física 

como caminhar,  trabalhar, etc) e que possuem  tumor  ressecável, são candidatos à  terapia 

multimodal  11.  Nas  últimas  quatro  décadas  foi  visto  um  aumento  no  tempo  médio  de 

sobrevida 12, entretanto, a eficácia dos tratamentos disponíveis ainda é  limitada devido ao 

diagnóstico  tardio  da  doença,  levando  a  um  prognóstico  desfavorável.  Entre  os  fatores 

utilizados  para  determinar  o  prognóstico  do  paciente  estão  os  achados  clínicos, 

hematológicos, patológicos, moleculares e de imagem 13. 

A taxa de sobrevivência de cinco anos para pacientes com mesotelioma maligno é de 

aproximadamente 12%. Cerca de 40% dos pacientes com a doença sobrevivem pelo menos 

um ano após o diagnóstico. A taxa de sobrevivência de um ano é de aproximadamente 73% 

para mesotelioma pleural e 92% para mesotelioma peritoneal 14.  

 

1.2 A RELAÇÃO ENTRE ASBESTO E O MESOTELIOMA MALIGNO 

 

Asbesto  é  o  nome  designado  para  um  grupo  de minerais  silicatos  fibrosos muito 

utilizados na construção civil e outros setores  industriais devido ao seu baixo valor relativo 

de  mercado,  e  suas  propriedades  físico‐químicas.  Podemos  classificar  o  asbesto  nos 

seguintes  grupos:  serpentina  (crisotila  ‐  amianto  branco),  anfibólios  (amosita,  actinolita  ‐ 

amianto marrom), e antofilita, crocidolita e tremolita (amianto azul) 15. De acordo com Koller 

et  al.  6,  o  Brasil  é  o  terceiro maior  produtor mundial  de  amianto,  utilizando  40%  de  sua 

produção no mercado interno. A extração do amianto ocorre em minas a céu aberto e expõe 

anualmente milhões de trabalhadores ao contato com suas partículas. 

O asbesto é composto por fibras microscópicas que podem facilmente ser inaladas e 

ficam  retidas nos  tecidos pulmonares e outras  regiões do  trato  respiratório. A  associação 

entre  exposição  ao  asbesto  e  o  surgimento  do mesotelioma  foi  caracterizada  em  1960  e 

levou ao início da regulação do uso do mineral 16. Foi comprovado ainda que a exposição ao 

asbesto pode causar  inflamações agudas que  levam ao desenvolvimento de pneumotórax, 

efusão  pleural,  verrugas  ou  asbestose. Além  de  situações  agudas,  a  exposição  crônica  ao 

asbesto está relacionada com o desenvolvimento de neoplasias pulmonares e das camadas 

pleurais (mesotélio e submesotélio), sendo considerado pelo IARC um carcinógeno do tipo 1, 

isto é, com evidências suficientes de carcinogenicidade em humanos e em modelos animais 

(mesothelioma awareness center) 17,18. 
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O asbesto são minerais pouco solúveis tanto na natureza quanto no corpo humano. 

Os fatores determinantes de toxicidade são o formato e tamanho das fibras, a composição 

das  superfícies  de  contato  e  a  biopersistência  (tempo  de  permanência  das  fibras  nos 

pulmões); a estrutura do mineral, sua composição química, origem e associação de outros 

minerais; assim como contaminantes, moduladores químicos de superfície; e transformação, 

translocação e  solubilidade das  fibras nos  fluidos humanos  influencia a biopersistência do 

asbesto: um fator que modula a exposição cumulativa 17. 

 

1.3 ALTERAÇÕES GÊNICAS NO MESOTELIOMA MALIGNO 

 

A  compreensão  dos  mecanismos  moleculares  associados  ao  desenvolvimento  do 

mesotelioma  foi  impulsionada pelo descobrimento de alterações gênicas  frequentes nesse 

tipo tumoral 19‐21. Segundo Quetel et al. 22, os 22 genes com maior frequência de alterações 

em mesotelioma pleurais malignos são: BAP1, NF2, promotor de TERT, TP53, SETD2, LATS2, 

ARID2,  CTNNB1,  CDKN2A,  ARID1A,  TERT,  INP4B,  KMT2D,  BRAF, NRAS,  CUL1,  KRAS,  EGFR, 

SMARCA4,  CDK2NB,  RBFOX1  e  HRAS  (Figura  1).  Entre  os  supressores  de  tumor  mais 

frequentemente  alterados  estão  os  inibidores  de  CDKs  (quinase  dependente  de  ciclina), 

CDKN2A  (inibidor  de  quinase  dependente  de  ciclina  2A)  BAP1  (proteína‐1  associada  ao 

BRCA1) e NF2 (neurofibromina 2) 19,23,24. A perda de CDKN2A está associada a histologia não 

epitelióide  25  e  consequentemente,  a  uma  pior  sobrevida  26‐28  (Tabela  1).  Em  modelos 

animais, a  co‐deleção de CDKN2A e NF2 promove o  surgimento de mais  tumores e é um 

marcador  de  pior  prognóstico,  em  comparação  com  a  co‐deleção  de  NF2  e  TP53  29. 

Aproximadamente 20% a 40% dos mesoteliomas possuem deleções ou mutações do gene 

supressor  tumoral  BAP1  19,30,31  e,  interessantemente,  a  mutação  germinativa  de  BAP1 

confere ao  indivíduo maior risco de desenvolver o mesotelioma 32. Em modelos murinos, a 

inativação de um único alelo de BAP1 aumenta a tumorigenicidade do amianto 32.  
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Tabela 1 ‐ Revisão das principais descobertas gênicas sobre mesotelioma maligno 

disponíveis na literatura. 

 
Referência  Número de casos  Técnicas utilizadas Principais descobertas

Cheng et al. 

1994 

40 linhagens celulares 

e 23 tumores primários 

de 42 pacientes. 

PCR; Southern e 
Northern Blot; 

Sequenciamento. 

Ocorrência de deleções homozigotas em 

p16 e outros loci em 9p21‐22. 

Xio et al. 1995 

50 casos de 

Mesoteliomas 

Primários. 

FISH. 

Deleção total de p15 e p16 com 
ausência de deleção 

citogenética do braço curto do 

cromossomo 9. 

Sekido Y. et al. 

1995 

75 casos de câncer de 

pulmão e 17 de 

mesoteliomas 

PCR; SSCP; Southern e 

Northern Blot 
Deleção do gene NF2. 

Kratzke et al. 

1995 

12 mesoteliomas 
toráxicos e 15 

linhagens celulares de 
mesotelioma 

Imunohistoquímica; 

Western Blot 
A inativação de CDKN2. 

Bianchi et al. 

1995 

15 linhagens celulares 

de mesoteliomas 

PCR; SSCP; 

sequenciamento. 

Relação de NF2 na oncogênese de
mesotelioma malignos através do 

cromossomo 22. 

Bjorkqvist et al. 

1998 

34 mesoteliomas 

malignos. 

Extração de DNA; 
análise de CGH; 
Southern Blot 

Alteração de número de cópias entre 

mesotelioma e câncer de pulmão. 

Prins et al. 1998 

12 linhagens celulares 

de mesoteliomas 

malignos. 

PCR; FISH 
Deleções do cromossomo 

9, incluindo CDKN2A mas não CDKN2B. 

Taniguchi et al. 
2006. 

17 tumores primários e 
9 linhagens celulares 
de mesotelioma 

Análise de CGH; 
Southern Blot; PCR em 

tempo real; 
Sequenciamento; 
Mapeamento de 

deleção. 

Regiões com ganhos em mais de 20% 
dos pacientes 

foram 1q, 5p, 7p, 8q24 e 
20p; Com perdas de regiões foram 

1p36.33, 
1p36.1, 1p21.3, 3p21.3, 

4q22, 4q34‐qter, 6q25, 9p21.3, 10p, 

13q33.2, 14q32.13, 18q e22q. 

Takeda et al. 

2010 

40 casos de 
mesoteliomas 

malignos, 12 lesões 
mesoteliais benignas e 

13 pleurites. 

Imunohistoquímica; 

FISH 

Deleção do 9p21 como marcador para 
distinguir mesotelioma maligno do 

mesotelioma benigno e da proliferação 

mesotelial reativa. 

Bott et al. 2011 
53 Mesoteliomas 

Malignos Pleurais 

FISH;
Imunohistoquímica; 
Sequenciamento; RT‐ 

PCR; 
Imunofluorescência; 

análise de AMC 

ubiquitina; 

Ligases de ubiquitinas e hidrolases de 

ubiquitinas. 

Guo et al. 2015 

22 tumores (3 
bifásicos; 1 

sarcomatóide e 18 
epiteliais) 

Sequenciamento; 
mapeamento e análise 
de cópia numérica. 

Genes com maiores alterações no 

número de cópias: BAP1, NF2, CDKN2A e 

CUL1. 
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Cont/ Tabela 1 

 
Referência  Número de casos  Técnicas utilizadas Principais descobertas

Kato et al. 2016 
42 casos de 
mesoteliomas 

Extração de DNA; 
Sequenciamento; teste 

de fisher 

Alterações mais comuns foram em BAP1
(47,6%), 

NF2 (38,1%) e CDKN2A/B (35,7%). 

Ugurluer et al. 
2016 

11 casos de 
mesotelioma 

Sequenciamento de 
próxima geração 

Os genes BAP1, 
CDKNA2A/B e NF2 são os mutados com 

mais frequência. 

Chirac et al. 
2016 

35 amostras de 
mesoteliomas pleurais 

congelados (29 

epiteliais; 2 

sarcomatóides e 4 

bifásicos) 

Extração de DNA; 
análise de CGH; 

hibridização in situ 

Perda de regiões cromossômicas 3p21, 
9p21 e 22q12; e alteração de 

cópias numéricas em 
15q26.2 e 8p11.22. 

Kim et al. 2017 

13 Mesoteliomas 
malignos; 

8 Mesoteliomas 
Benignos; 

6 mesoteliomas 
peritoniais bem 
diferenciado; 16 

tumores 

adenomatoides 12 

carcinomas de ovário 

Extração de DNA; 
Sequenciamento de 
próxima geração; 
imunohistoquímica 

A alteração mais frequente são as 
inativações bi alélicas de outros genes 
mutados com frequência foram NF2; 

SETD2 e DDX3X. 

Zangh et al. 
2018 

Estudo de caso de 1 
paciente. 

Sequenciamento 

Amplificação de cópia numérica nos 

cromossomos 1 e 12. Mutações em 

genes KIF25, AHNAK e PRDM2. 

Hmeljak et al. 
2018  

74 tumores primários 

Sequenciamento 

exomal, análise de 

variação de cópia 

numérica 

Alterações inativadas por mutações e 

alteração de cópia numérica em BAP1, 

CDKN2A, NF2, TP53, LATS2 e SETD2. 

Novo subtipo molecular em 3% dos 

casos: mutações específicas em TP53 e 

SETDB1. 

Hassan et al. 
2019  

239 DNAs genômicos 
de portadores de 

mesotelioma maligno 

Sequenciamento de 

nova geração em 73 

genes 

Mutações germinativas em 12% dos 

casos em: BAP1, CHEK2, PALB2, BRCA2, 

MLH1, POT1, TP53 e MRE11A. 

Nastase et al. 
2020  

121 tumores primários 

Sequenciamento 

exomal, análise de 

variação de cópia 

numérica 

Deleção de CDKN2A em 60% dos 

tumores; BAP1 mutado ou deletado em 

54%; amplificação de RASSF7 em 33%; 

deleção ou alteração de RB1 em 26%; 

NF2 mutado em 20%; TP53 mutado em 

8%; SETD2 alterado em 6%; DDX3X em 

5% e LATS2 em 5%. 

Quetel et al. 
2020  

266 tumores primários 

Sequenciamento de 

nova geração em 21 

genes 

Mutações em TP53, NF2 e na região 

promotora TERT são associados a um 

pior prognóstico. 

PCR  ‐  Polimerase  Chain  Reaction;  SSCP  ‐  Single‐strand  conformational  polymorphism;  CGH  ‐  Comparative 
genomic  hybridization;  FISH  ‐  Fluorescence  in  situ  hybridization;  RT‐PCR  ‐  Reverse  transcriptase  Polimerase 
Chain Reaction 
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Em  termos  de  vias  de  sinalização  alteradas,  as  células mesoteliais malignas,  assim 

como outras células tumorais, apresentam superativação de vias como Ras/ERK1/2 e PI3K‐

AKT‐mTOR 33 (Figura 2). A fosforilação de uma proteína pode muitas vezes significar que ela 

se encontra ativada. A ativação da via PI3K/AKT/mTOR acontece por diferentes mecanismos 

como pela amplificação de genes codificadores dos componentes da via, ou perda de PTEN.  

A via PI3K também pode ser ativada por alterações gênicas e/ou amplificação upstream das 

RTKs, e possivelmente por Ras mutado. O mecanismo da ativação de PI3K em um  câncer 

sugere seu uso como alvo  terapêutico para diminuir o crescimento  tumoral  34. Uma outra 

maneira  pela  qual  os  fatores  de  crescimento  e mitógenos  promovem  o  crescimento  e  a 

proliferação celular é pela upregulation da tradução do mRNA 35,36. Estes fatores induzem a 

ativação  da  p70  S6  quinase  e  a  subsequente  fosforilação  da  proteína  ribossomal  S6.  A 

fosforilação desta proteína está correlacionada com um aumento na transcrição de mRNA. 

Esses  transcritos  de mRNA  codificam  proteínas  envolvidas  na  progressão  do  ciclo  celular, 

bem  como  proteínas  ribossômicas  e  fatores  de  transcrição  36,37. Os  importantes  sítios  de 

fosforilação da  rpS6  incluem  vários  resíduos  (Figura  3)  (Ser235,  Ser236,  Ser240  e  Ser244) 

localizados dentro de uma pequena região carboxi‐terminal da proteína S6 38,39.  

 

 

Fonte: Quetel et al. 22  

Figura  1  ‐ Alterações  genéticas  no mesotelioma  pleural maligno.  Frequências  de mutação  nos 

bancos de dados Inserm e COSMIC. Os valores de P foram determinados pelo teste exato de Fisher (* P <0,05).  
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Fonte: Adaptado de Janku et al. 40 

Figura  2  ‐  Sinalização  intracelular  através  da  via  PI3K/AKT/mTOR.  A  via  PI3K/AKT/mTOR  é 

desencadeada pela  ativação de  várias  tirosina‐quinases do  receptor do  fator de  crescimento ou  receptores 
acoplados à proteína G. As proteínas PI3K de classe I são recrutadas para a membrana plasmática por proteínas 
adaptadoras, como membros da família do substrato do receptor de  insulina (IRS), que  interagem com esses 
receptores ativados da superfície celular, levando à fosforilação do 4,5‐bisfosfato de fosfatidilinositol 4,5 (PIP2) 
para gerar fosfatidilinositol 3,4,5‐trifosfato (PIP3). O PIP3 é um segundo mensageiro que ativa as AKT quinases, 
capazes de  fosforilar a proteína 1 da esclerose  tuberosa  (TSC1) e TSC2 e, assim, dissociar o complexo TSC1‐
TSC2. O complexo TSC1‐TSC2 regula negativamente a atividade da quinase mTOR; portanto, o AKT resulta na 
ativação do complexo mTOR 1 (mTORC1) e, portanto, no aumento da síntese proteica e lipídica e na diminuição 
da autofagia, o que auxilia no crescimento e na proliferação celular. mTORC1 está envolvido em um  loop de 
feedback  negativo  que  serve  para  impedir  a  superativação  do  AKT  (linhas  vermelhas  tracejadas).  A  via 
PI3K/AKT/mTOR pode ser aumentada através da ativação de alterações moleculares nas subunidades PI3K, AKT 
e mTOR (representado por círculos verdes) ou por alterações de perda de função nas subunidades reguladoras 
do PI3K, PTEN, TSC1, TSC2 e LKB (representado por círculos laranja). Paralelamente, a ativação do receptor do 
fator  de  crescimento  tirosina  quinases  e  receptores  acoplados  à  proteína  G  induz  a  sinalização 
KRAS/RAF/MEK/ERK, e a ativação de ERK pode contribuir ainda mais para a ativação do mTORC1 através da 
dissociação do complexo TSC1 ‐ TSC2. O KRAS também pode reforçar a ativação do PI3K. Notavelmente, a via 
KRAS/RAF/MEK/ERK  também  pode  ser  ativada  constitutivamente  por  alterações  de  ganho  de  função  nas 
quinases ou nos receptores de superfície celular (círculos verdes).  
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Fonte: Adaptado de Ciołczyk‐Wierzbicka 41 

Figura 3 ‐ Fosforilação de rpS6 através da via de sinalização PI3K/ATK/mTORC1. 
 

Outro modo de ativação destas vias foram observados no mesotelioma entre eles, a 

mutação e deleção de NF2 (inibidor de Ras) e INK4a (inibidor de ciclinas também chamado 

de p16) (Figura 4). 
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Fonte: Assis e Isoldi 42 

Figura  4  ‐ Genes  e  proteínas  envolvidos  no  desenvolvimento  de mesotelioma maligno.  A 
proteína p16INK4a ativa a via da proteína retinoblastoma (pRb) e a proteína p14ARF modula a p53. O gene NF2 
codifica a proteína merlin, que atua como um regulador da via Hippo. O gene BAP1 desempenha um papel na 
resposta  a danos no DNA  e no  controle do  ciclo  celular. O  gene PTEN  codifica  a proteína PTEN, que  é um 
importante  regulador  negativo  da  via  PI3K/AKT.  A  proteína  p53  desempenha  um  papel  fundamental  no 
controle da apoptose e na senescência celular.  

 

A comparação entre mesotelioma pleural maligno e mesotelioma peritoneal maligno 

é  inevitável,  e  muito  a  respeito  das  informações  moleculares  sobre  o  mesotelioma 

peritoneal  advém  do  que  se  sabe  do mesotelioma  pleural  43.  Porém  quando  fala‐se  em 

exposição  ao  asbesto,  a  relação  com o desenvolvimento de mesotelioma pleural é quase 

linear,  enquanto  no mesotelioma  peritoneal  é  não  linear  9.  Assim  como  o mesotelioma 

pleural,  o  peritoneal  exibe  deleções  ou  perdas  em  CDKN2A,  NF2  e  BAP1.  Entretanto,  a 

prevalência da deleção homozigota de CDKN2A e perda hemizigota de NF2 no mesotelioma 

peritoneal  é  menor  do  que  o  reportado  em  mesotelioma  pleural  10.  O  entendimento 

molecular  do mesotelioma  peritoneal  tem  apresentado  crescimento, mas  ainda  não  foi 

capaz  de  alcançar  uma  terapia  alvo  efetiva.  Segundo  Kim  et  al.  8,  uma  recente  analise 

genômica  em  12  casos  de mesotelioma  peritoneal  encontrou  alterações  em  BAP1  em  7 

casos, e nenhum caso com alterações em CDKN2A e NF2; Kim et al. 8 ainda afirmam que a 

perda  específica  da  proteína  BAP‐1  é  um  importante  marcador  para  o  diagnóstico 

histopatológico  de  mesotelioma  peritoneal.  Assim,  podemos  ver  que,  embora  já  sejam 
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bastante  conhecidas  as  alterações  moleculares  relacionadas  ao  mesotelioma  maligno 

pleural,  para  os  subtipos  mais  raros  como  o  mesotelioma  peritoneal  existem  poucos 

trabalhos disponíveis. Deste modo, conhecer mais sobre os subtipos raros de mesotelioma e 

integrar  dados  moleculares,  clínicos  e  patológicos,  pode  contribuir  para  um  melhor 

entendimento  da  patologia  como  um  todo,  bem  como  sugerir  estratégias  terapêuticas 

direcionadas ao subtipos raros. 

 

1.4 O PAPEL DO GENE BAP1 NO MESOTELIOMA MALIGNO  

 

O principal gene supressor investigado em pesquisas sobre mesotelioma maligno é o 

BAP1,  localizado no cromossomo 3p21.2 que codifica a proteína BAP‐1, que é uma enzima 

envolvida na remoção da ubiquitina das proteínas. Esta enzima se  liga à proteína do tipo 1 

de suscetibilidade ao câncer de mama (BRCA1) e age como um supressor tumoral 43. Além 

disso, esta enzima pode estar relacionada a vários processos celulares como remodelação da 

cromatina, progressão do ciclo celular, diferenciação celular e reparo de DNA 44. Sabe‐se que 

a proteína BAP‐1 também desempenha um papel  importante como  inibidora de apoptoses 

causada pelo estresse metabólico 45.  

Grande parte das mutações no gene BAP1 são do tipo frameshift e missense, o que 

leva  a  uma  perda  de  expressão  da  proteína,  efeito  análogo  à  perda  de  cópias  do  gene, 

também  frequentemente  observada  neste  tipo  tumoral.  A  proteína  BAP‐1  localiza‐se  no 

núcleo  e  no  citoplasma.  No  núcleo,  BAP‐1  regula  o  reparo  do  DNA  por  recombinação 

homóloga.  A  perda  da  expressão  de  BAP‐1  sustenta  um  diagnóstico  de malignidade.  No 

entanto,  também estão presentes em BAP1 mutações pontuais que  levam à  troca de um 

aminoácido. O efeito destas mutações sobre a atividade da proteína nem sempre é óbvio. 

Por exemplo, as mutações I47F, F81V, A95D e G178V levam a perda da estabilidade proteica 

e agregação amiloide 46. Por outro lado, mutações como A95D, Y724X e 10 F679LfsX37 levam 

a alteração da localização subcelular de nuclear para citoplasmática 47. 

 

1.5 BIOMARCADORES PARA O MESOTELIOMA MALIGNO 

 

Os  biomarcadores  são  úteis  no manejo  de  três  aspectos  clínicos  do mesotelioma: 

diagnóstico  precoce,  prognóstico  e  previsão  dos  resultados  do  tratamento.  Devido  à 
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raridade  da  doença  e  o  pequeno  número  de  pacientes,  combinado  com  a  baixa 

acessibilidade a uma população uniforme, a busca por um biomarcador específico se torna 

muito difícil  48. Para o diagnóstico precoce, o biomarcador  sérico  ideal para mesotelioma 

deve  prever  o  desenvolvimento  de  mesotelioma  em  indivíduos  expostos  ao  amianto, 

diferenciar mesotelioma de doença benigna da pleura/peritônio ou câncer metastático, ser 

útil para  todos os  subtipos patológicos e  se correlacionar com a extensão da doença para 

monitorar a resposta ao tratamento e prever o prognóstico 49. 

O ensaio de  imunohistoquímica é atualmente um dos métodos de utilizados para a 

determinação do tipo de câncer devido à simplicidade e facilidade desta técnica. Não existe 

um  marcador  conhecido  com  100%  de  sensibilidade  e  100%  de  especificidade  para 

mesotelioma, por isso a necessidade de painéis de anticorpos para células mesoteliais a fim 

de  se  complementar  o  diagnóstico.  Portanto,  recomenda‐se  a  utilização  de  painéis  de 

anticorpos com marcadores positivos e negativos para obter um  resultado mais específico 

(Tabela 2) 50. 

 

Tabela 2 ‐ Biomarcadores utilizados no diagnóstico diferencial do Mesotelioma Maligno 
 

Marcadores mesoteliais 

Marcadores  Sensibilidade Especificidade contra adenocarcinoma de 

pulmão 

Calretinina 

WT1 

Podoplanina (D2‐40) 

       > 90%

       70%‐95% 

       90%‐100% 

90%‐95%

~100% 

85% 

 

Adenocarcinoma (Marcadores epiteliais positivos)

Marcadores  Sensibilidade Especificidade contra mesotelioma 

maligno 

MOC31 

BerEP4 

BG8 (Lewis Y) 

B72.3 

Monoclonal 

95%‐100%

95%‐100% 

90%‐100% 

25%‐85% 

80%‐100% 

85%‐98%

 74%‐87% 

 93%‐97% 

 > 95% 

 > 95% 

Fonte: Adaptado de Henderson et al. 50  
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A circunstância mais comum em que a  IHC  favorece o diagnóstico de mesotelioma 

pleural maligno  é  a  separação  da  variante  epitelioide  de  outros  carcinomas  que  podem 

envolver  a  pleura. Devido  à  sua  especificidade  e  sensibilidade,  calretinina,  citoqueratinas 

5/6, WT‐1 e D2‐40 são usadas como marcadores mesoteliais, e antígeno carcinoembrionário 

(CEA),  B72.3,  Bg8,  BerEP4  e MOC‐31  como marcadores  de  carcinoma.  Nessa  situação,  é 

recomendado  o  uso  de  pelo  menos  dois  desses  marcadores  mesoteliais  e  dois  desses 

marcadores de carcinoma, além do TTF‐1 51. 

Em um estudo com 244 casos de mesotelioma peritoneal maligno, Tandon et al.  52 

avaliou em um painel imunohistoquímico proteínas que pudessem estar alteradas em casos 

de mesotelioma, e encontraram alterações em: calretinina  (100%), WT1  (proteína  tumoral 

de Wilms) (94%) e CK5/6 (citoqueratina 5 e 6) (89%), enquanto podoplanina foi positiva em 

80% dos  casos. Para diagnóstico histopatológico, o A.C.Camargo Cancer Center utiliza um 

painel  com marcadores  imunohistoquímicos  composto pelas proteínas WT1, p53, BerEP4, 

podoplanina e citoqueratina AE1/AE3.  

O gene WT1 é um supressor tumoral, normalmente expresso em órgãos em fase de 

desenvolvimento e superexpresso em casos de  leucemia e alguns tumores sólidos, como o 

mesotelioma  maligno.  O  gene  WT1  codifica  uma  proteína  nuclear,  onde  o  papel  de 

supressão  depende  da  presença  de  p53  selvagem,  em  sua  ausência  a  proteína WT1  age 

como  um  ativador. A  proteína WT1  é  comumente  utilizada  para  diferenciar mesotelioma 

maligno de  adenocarcinoma de pulmão  53.  Em 2012,  Scattone et  al.  54 destacaram que o 

gene WT1 pode ser um potencial alvo terapêutico em casos de mesotelioma maligno, assim 

como um fator prognóstico negativo em mesoteliomas peritoneais malignos. 

O  papel  do  gene  supressor  tumoral  p53  em  neoplasias  é  bem  estabelecido  na 

literatura.  Em  seu  estado  selvagem  o  gene  é  ativado  como  resposta  a  danos  celulares, 

porém quando alterado pode atuar como oncogene 55. Em 1992, Kafiri et al. 56, reportou a 

imunorreatividade  de  p53  em  70%  dos  mesoteliomas,  porém  destacando  que  p53  não 

possui papel diferenciador entre tumores. Estudos in silico também sugerem a utilização de 

p53 como alvo terapêutico em casos de mesoteliomas maligno, uma vez que alterações da 

via de sinalização de p53 e de hipóxia podem levar a resistência a tratamentos 57. 

Ber‐EP4  é  um marcador  de  glicoproteína  presente  na  superfície  e  citoplasma  de 

células epiteliais.  É uma proteína utilizada no diagnóstico para distinguir  adenocarcinoma 

metastático  de  mesotelioma.  Seu  papel  no  diagnóstico  diferencial  deve‐se  à  coloração 
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imunohistoquímica  somente  em  casos  de  adenocarcinoma,  enquanto  no  mesotelioma 

maligno tem papel de marcador negativo 58. 

A  podoplanina  é  uma  sialoglicoproteína  encontrada  em  podócitos,  expressa  em 

vários tecidos saudáveis (incluindo o mesotélio). Segundo Panou et al. 53, seu uso serve para 

diferenciar mesotelioma pleural maligno de adenocarcinoma. Estudos sugerem que seu uso 

é limitado quando tratamos de mesotelioma maligno de histologia não epitelióide 59‐61. 

A  citoqueratina  AE1/AE3  é  uma  mistura  de  citoqueratinas  de  baixo  e  alto  peso 

molecular, capaz de detectar as citoqueratinas ácidas (AE1) e neutras (AE3). Sua marcação é 

citoplasmática, e sua função é reconhecer polipeptidos de citoqueratina de quase todos os 

epitélios, sendo útil para diferenciar tumores epiteliais de tumores não epiteliais 62. 

Em nosso estudo, propomos utilizar também BAP‐1 como biomarcador. 

Neste estudo caracterizamos o perfil epidemiológico dos portadores de mesotelioma 

maligno  atendidos  no  A.C.Camargo  Cancer  Center  através  de  coleta  retrospectiva  de 

prontuários;  Criamos  e  caracterizamos  modelos  celulares  de  diferentes  tipos  de 

mesotelioma maligno oriundos de pacientes portadores da doença atendidos na  instituição 

e  também  caracterizamos  a  ativação  das  vias  de  sinalizações  destas  linhagens  celulares; 

Identificamos  as  alterações  gênicas  presentes  em  fragmentos  cirúrgicos  coletados  de 

pacientes  da  instituição;  E  acompanhamos  a  construção  do  novo  TMA  de mesotelioma, 

assim como a reação de imunohistoquímica para BAP‐1 nesta coorte.  

Este  estudo  é  relevante  para  o  estabelecimento  de  novas  terapias  alvo  e/ou 

biomarcadores, devido a determinação de alterações gênicas  frequentes. Os achados mais 

importantes poderão ser utilizados e amostras adicionais e em projetos futuros.  
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2  OBJETIVOS 
 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Criar e caracterizar modelos de estudo a partir dos casos de mesoteliomas malignos 

de  pacientes  atendidos  no  A.C.Camargo  Cancer  Center  e  correlacioná‐los  com  aspectos 

clínicos  e histopatológicos,  assim  como  identificar  a presença de  alterações  em BAP1  em 

amostras de tecido parafinado com qualquer topografia ou subtipo histológico.  

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Objetivo específico 1 ‐ Construção de coorte e avaliação clínica e epidemiológica.  

Realizar o  levantamento de dados de pacientes portadores de mesotelioma maligno 

atendidos durante o período de 1989 até 2020 no A.C.Camargo Cancer Center, criando um 

banco  de  dados  com  aspectos  clínicos.  Acompanhar  a  revisão  histológica  e 

imunohistoquímica para reclassificação da casuística;  

 

 Objetivo específico 2 ‐ Avaliar a perda de expressão da proteína BAP‐1 na coorte de 

mesoteliomas malignos. 

Acompanhar  a  construção  de  TMA  contendo  todos  os  tecidos  de  mesotelioma 

maligno  disponíveis  na  instituição,  incluindo  pleural  e  peritoneal  de  todos  os  subtipos 

histológicos. Realizar a reação de imunohistoquímica para a proteína BAP‐1 no TMA e avaliar 

quanto a preservação ou perda de expressão proteica; 

 

 Objetivo específico 3  ‐ Criar e caracterizar  linhagem de mesotelioma para estudos 

moleculares.  

Identificar  mutações  presentes  e  caracterizar  a  ativação  de  vias  de  sinalização  nas 

linhagens celulares primárias de mesotelioma oriundas de  fragmentos cirúrgicos coletados 

de pacientes portadores de mesotelioma maligno que passaram por cirurgia no A.C.Camargo 

Cancer Center. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Esta pesquisa conteve duas vertentes: o estudo retrospectivo, que consistiu na coleta 

de dados através de prontuários de pacientes atendidos no A.C.Camargo Cancer Center para 

a elaboração de um perfil epidemiológico, confirmação histopatológica através da técnica de 

imunohistoquímica e construção do TMA (Figura 5); e o estudo prospectivo, que abrangeu o 

estabelecimento de linhagens primárias de mesotelioma maligno de diferentes histologias e 

topografias, o estudo das  vias de  sinalização destes  tumores, e o  sequenciamento destas 

mesmas amostras (Figura 6). 

 

 

Figura 5 ‐ Fluxograma demonstrativo do estudo retrospectivo. Os casos de mesotelioma maligno 

confirmados  foram utilizados para o  levantamento clínico e epidemiológico. As características demográficas, 
epidemiológicas e clínicas foram obtidas através de análise retrospectiva dos prontuários. 
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Figura  6  ‐  Fluxograma demonstrativo  do  estudo  prospectivo.  Fragmentos  cirúrgicos  obtidos  de 

pacientes  que  passaram  por  cirurgia  de  citorredução  no  A.C.Camargo  Cancer  Center  foram  coletados  para 
ensaios atuais e futuros. 
 

3.1  CONSTRUÇÃO DA COORTE 

 

3.1.1  Casuística 

A coleta de dados e busca de material foi realizada durante o período de agosto/2018 

até  janeiro/2020, para  todos os casos de mesotelioma maligno atendidos no A.C.Camargo 

Cancer  Center,  de  dezembro/1989  até  janeiro/2020.  Em  análise  preliminar,  foram 

levantados  aproximadamente  300  casos,  que  após  a  aplicação  dos  filtros  e  critérios  de 

inclusão/exclusão, totalizaram 159 casos. As características demográficas, epidemiológicas e 

clínicas foram obtidas através de análise retrospectiva de prontuários. 

Foram  coletados  e  avaliados  os  seguintes  dados:  sexo,  data  de  nascimento,  etnia, 

ocupação,  idade ao diagnóstico, comorbidades, neoplasia anterior, perda de peso, método 

de  diagnóstico  por  imagem,  ECOG, mediastinoscopia,  data  da  primeira  consulta,  data  do 

diagnóstico  clínico,  data  do  diagnóstico  patológico,  data  da  última  cirurgia,  exposição  ao 
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amianto  (em  anos),  tabagismo,  etilismo,  principais  sintomas  iniciais,  topografia  do  tumor 

primário,  histologia  do  tumor,  tratamentos  realizados,  ressecabilidade  do  tumor,  tipo  de 

cirurgia,  quimioterápicos  utilizados,  número  de  abordagens  quimioterápicas,  objetivo  da 

quimioterapia,  data  de  início  e  término  da  quimioterapia,  número  total  de  ciclos  de 

quimioterapia,  redução  da  dose  de  quimioterapia,  interrupção  definitiva  do  tratamento, 

resistência  a  quimioterápico,  radioterapia,  técnica  de  radioterapia,  número  de  ciclos  e 

radioterapia,  resposta  geral  aos  tratamentos  oncológicos,  diagnóstico  CID10  do  familiar, 

idade do  familiar ao diagnóstico,  topografia do  tumor do  familiar, parentesco de primeiro 

grau, método de  avaliação de metástase no  sistema nervoso  central, estadiamento  TNM, 

método de avaliação da resposta geral aos  tratamentos oncológicos, resultados dos  testes 

bioquímicos e imunohistoquímicos, cirurgia anterior, sítio de metástase no sistema nervoso 

central  ao  diagnóstico,  data  da  recidiva,  status  do  último  segmento  e  data  do  último 

segmento.  

 

3.1.2  Critérios de inclusão 

Foram incluídos neste estudo casos de mesotelioma maligno de qualquer topografia; 

casos  revisados  e  confirmados  histopatologicamente  como  mesotelioma  maligno;  casos 

onde  foram  possíveis  resgatar  e  coletar  dados  de  prontuários  nos  bancos  de  dados  da 

instituição; casos com amostras de fragmento cirúrgico fresco ou parafinizado disponíveis. 

 

3.1.3  Critérios de exclusão 

Foram excluídos do estudo  casos de mesotelioma não maligno e outras neoplasias 

mesoteliais; casos onde não houve material biológico disponível armazenado em bloco de 

parafina  disponível  na  instituição;  casos  onde  a  qualidade  e/ou  quantidade  do material 

armazenado não foram suficientes para os estudos biológicos; e casos onde não foi possível 

extrair dados de prontuário. 

 

3.2  AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA E CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

 

Os casos com material biológico disponível foram revistos e reclassificados de acordo 

com a classificação da OMS, 2015, a fim de confirmar o diagnóstico de mesotelioma maligno. 
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Os casos de mesotelioma maligno confirmados foram utilizados para o levantamento clínico 

e epidemiológico (Figura 6). 

 

3.3  TÉCNICA DE TISSUE MICROARRAY (TMA) 

 

A utilização de TMAs possibilita o estudo da expressão proteica de tumores em larga 

escala através de ensaios de IHQ, com uma acurácia comprovada. Seu emprego é justificado 

uma vez que oferece vantagens de custo e tempo para pesquisas em grandes centros com 

grandes  bancos  de  dados  63,64.  A  construção  do  TMA  foi  realizada  após  ser  escolhida  e 

identificada, por um patologista, a área adequada na neoplasia através de uma marcação 

circular  em  cada  nova  lâmina  de  vidro  na  região  mais  representativa  do  tumor  e 

correspondente  ao  bloco  de  parafina  escolhido.  Usando  o  tissue  microarrayer  (Beecher 

Instruments,  Silver  Spring, Maryland)  a  área  de  interesse  foi  retirada  com  um  “core”  de 

0,6mm de cada bloco doador e transferido para outro bloco chamado de receptor. O TMA 

foi montado com 107 amostras em duplicata. A partir desse novo bloco  foram preparados 

cortes histológicos seriados em  lâminas de vidro cortadas através de microtomia mecânica 

na espessura de 4μm. Estas lâminas foram examinadas no microscópio óptico para observar 

a  representatividade  das  células  neoplásicas.  A  avaliação  da  representação  celular  da 

neoplasia foi definida como aproveitamento do TMA. Para uma amostragem ser considerada 

satisfatória foi necessária uma representação de pelo menos 10% de área circular do core de 

0,6mm após uma análise no microscópio óptico de vários níveis de corte.  

 

3.4  CONFIRMAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Para  a  reação  de  imunohistoquímica,  foram  utilizados  um  painel  de  marcadores 

compostos  pelas  proteínas  WT1,  p53,  BerEP4,  podoplanina  e  citoqueratina  AE1/AE3.  A 

revisão  das  lâminas  foi  realizada  pelo  patologista  colaborador  deste  projeto  Dr.  Clóvis 

Antônio Pinto. 

Os  procedimentos  de  imunohistoquímica  e  histologia  foram  realizados  no  Core 

Facility de Histologia‐IHQ‐TMA do A.C.Camargo Cancer Center. As amostras de mesotelioma 

maligno foram seccionados no micrótomo (Leica, RM2255) na espessura de 4 µm. As lâminas 

foram posteriormente  incubadas  (Tabela 3) com os anticorpos anti‐p53  (ready‐to‐use, cat. 
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IR616, Dako),  anti‐citoqueratina  (ready‐to‐use,  cat.  IR053, Dako),  anti‐antígeno  20pithelial 

(ready‐to‐use,  cat.  IR637, Dako),  anti‐podoplanina  (ready‐to‐use,  cat.  IS072, Dako)  e  anti‐

WT1  (ready‐to‐use, cat.  IR055, Dako) através dos kits de detecção Ultraview  (cat. 760‐500, 

Ventana  Medical  Systems)  ou  OptiView  DAB  IHC  Detection  Kit  (cat.  760‐700,  Ventana 

Medical Systems).  

As  reações  foram  realizadas  no  sistema  automatizado  Ventana  BenchMark  XT 

(Ventana  Medical  Systems)  seguindo  as  instruções  do  fabricante.  As  lâminas  foram 

desparafinizadas utilizando a solução Ezprep  (cat. 950‐102, Ventana Medical Systems,  Inc., 

Tucson,  AZ,  USA).  As  recuperações  antigênica  foram  feitas  com  os  reagentes  cell 

conditioning 1 (cat. 950‐224, Ventana Medical Systems, Inc.) ou cell conditioning 2 (cat. 950‐

223, Ventana Medical Systems, Inc.) a 95°C. A especificação do kit de detecção, recuperação 

e diluição de cada anticorpo está descrito na Tabela 3. Após o ensaio de imunohistoquímica, 

as lâminas foram montadas com meio de montagem Entellan (cat. 107961, Merck). 

  Para BAP‐1, os cortes foram seccionados no micrótomo (Leica, RM2255) na espessura 

de  4 µm  e  as  lâminas  foram  incubadas  com o  anticorpo  anti‐BAP1  (ready‐to‐use,  cat.  sc‐

28383, Santa Cruz). As  reações  foram  realizadas manualmente,  com o kit Novolink  (Leica, 

RE7161) e kit Novocastra (Leica, RE7159). Brevemente, as lâminas foram desparafinizadas. A 

recuperação antigênica foi feita em Banho maria (Fisher Scientific, ISOTEMP105) em solução 

Citrato pH 6.0 a 95°. A especificação do kit de detecção e recuperação cada anticorpo está 

descrito na tabela abaixo. Após o ensaio de imunohistoquímica, as lâminas foram montadas 

com  meio  de  montagem  Entellan  (cat.  107961,  Merck)  e  entregues  para  avaliação 

histopatológica. Os  controles  testados  foram Melanoma,  Rim  normal,  Testículo  normal  e 

Mesotelioma. 
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Tabela  3  ‐  Anticorpos  e  condições  utilizadas  nas  reações  de  confirmação  do  diagnóstico 
imunohistopatológico realizadas no Ventana em amostras fixadas em blocos de parafina. 
 

Anticorpo  Recuperação Tempo de incubação  Kit de detecção

Anti‐p53  30 min CC1 60 min Ultraview

Anti‐citoqueratina 

AE1/AE3 
30 min CC1  60 min  Ultraview 

Anti‐antígeno epitelial 

(BerEP4) 
60 min CC2  120 min  Ultraview 

Anti‐podoplanina  30 min CC1 120 min Ultraview

Anti‐WT1  64 min CC1 120 min Optiview

Anti‐BAP1  40 min  60min 
Novolink e 

Novocastra 

 
A avaliação da perda de expressão ou preservação da expressão proteica de BAP‐1 foi 

feita  de maneira  qualitativa.  BAP1  foi  considerado  preservado  quando  uma  positividade 

nuclear  foi  vista  em  qualquer  quantidade  de  células,  independentemente  da  reatividade 

citoplasmática. A  completa  ausência  de marcação  nuclear  foi  considerada  como  negativa 

(quando  houve  perda  de  expressão)  na  presença  de  células  não  neoplásicas  (endotélio, 

células  inflamatórias,  etc)  com marcação  nuclear,  que  atuaram  como  controle  endógeno 

positivo 65‐67. 

 

3.5  GERAÇÃO DE CULTIVO DE MODELOS CELULARES DE MESOTELIOMA 

 

Para  a  geração de  linhagens  celulares em  cultura oriundas de pacientes  atendidos 

pelo A.C.Camargo Cancer Center, utilizamos um protocolo adaptado de Valente et al. 68 e Xia 

et al. 69. Como se pode observar nas Figuras 17 e 18, o tumor recebido foi fragmentado em 

uma  placa  de  petri  contendo  PBS  (137mM  NaCl,  2,7mM  KCl,  10mM  Na2HPO4,  2mM 

KH2PO4) com auxílio de um bisturi e uma pinça (ambos estéreis) em tamanho aproximado 

de 2 x 2 mm. Os cortes foram transferidos juntamente com o PBS para um tubo de 15mL e 

centrifuga‐se  por  3 minutos  a  15.000rpm  em  temperatura  ambiente. O  sobrenadante  foi 

descartado e os  fragmentos passam então para  a digestão enzimática  com  tripsina‐EDTA, 

0,1% colagenase e 0,15M DNAse em PBS. Os fragmentos ficam incubados por 1 hora a 37ºC, 

com agitação constante de 600rpm. Após incubação, centrifugou‐se o tubo por 10 minutos a 

15.000  rpm  em  temperatura  ambiente.  O  sobrenadante  foi  descartado,  e  o  pellet 

ressuspendido  com  o meio  DMEM/F‐12  (Gibco™)  suplementado  com  20%  de  soro  fetal 
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bovino. As células foram mantidas durando o tempo do experimento em estufa com 5% de 

atmosfera  de  CO2  a  37ºC  e  congeladas  e  armazenadas  em  nitrogênio  líquido  seguindo  o 

protocolo de congelamento adotado no laboratório de biologia tumoral e biomarcadores. 

 

3.6  ESTUDO DE VIAS DE SINALIZAÇÃO 

 

Neste trabalho realizamos estudos de vias de sinalização através da técnica de análise 

de proteínas por western blot. As proteínas alvos deste estudo foram aquelas envolvidas no 

ciclo  celular,  e  assim  avaliamos  a  expressão  proteica  e  ativação  de  determinadas  vias  de 

sinalização.  Para  estimular  a  ativação  das  vias  de  interesse,  as  células  passaram  por  três 

tratamentos:  1‐células  mantidas  em  soro  fetal  bovino  (SFB)  20%  para  considerar 

crescimento exponencial; 2‐células carenciadas por 48 horas; 3‐células carenciadas por 48 

horas  e  reestimulada  com  SFB  20%.  Em  condições  normais  de  expressão  proteica,  os 

resultados  esperados  em  relação  à  expressão  proteica  (visualizado  através  de 

quimiluminescência)  seriam  os  seguintes:  maior  expressão  em  células  carenciadas  e 

reestimuladas  com  SFB;  expressão  mediana  em  células  em  crescimento  exponencial;  e 

pouca ou nenhuma expressão em células carenciadas. 

Para o ensaio de western blot foram plaqueadas aproximadamente 1.106  células, no 

dia  seguinte  foram  lavadas  com  PBS  gelado  duas  vezes  e mantidas  em  gelo.  O  PBS  foi 

retirado  e  as  células  foram  lisadas  com  60ul  de  tampão  de  lise  (1M  Tris‐HCl,  3M  NaCl, 

500mM EDTA, 500nM EGTA, 10% NP‐40, 10% Na‐deoxcholate, cOmplete™ Protease Inhibitor 

Cocktail (Roche), Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific™). As placas foram 

raspadas o extrato foi coletado e armazenado em tubos de 1,5mL previamente etiquetados. 

Os  extratos  foram  centrifugados  a  4ºC  por  15  minutos  a  14.000rpm.  Coletou‐se  o 

sobrenadante em um novo tubo identificado, e o restante foi desprezado. 

Para a realização da quantificação proteica no extrato celular utilizamos o reagente 

Bradford™ (Bio‐Rad), que tem por base o azul de Coomassie, possui faixa de detecção entre 

20 e 2000 μg mL‐1, e utiliza a albumina do soro bovino (BSA) como padrão. O procedimento 

consistiu  em  realizar  a  leitura  de  diferentes  concentrações  conhecidas  de  BSA  para 

elaboração de curva padrão a partir da equação da reta e cálculo da quantidade de proteína 

presente. A comparação dos resultados com valores de concentrações conhecidos da curva 

padrão permitiu a determinação da concentração da proteína nas amostras em estudo. 
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Para a  separação por  SDS‐PAGE, 15μg ou 30  μg de proteína  foram adicionados  ao 

volume correspondente de tampão Laemmli. As amostras foram incubadas a 95ºC por 5 min, 

e mantidas no gelo até o momento da aplicação no gel. O gel de SDS‐PAGE foi confeccionado 

desde  6%  até  12%  de  acrilamida  a  depender  do  peso  molecular  da  proteína  a  ser 

investigada.  Para  a  eletroforese,  o  gel  foi  retirado  do molde  e  encaixado  na  cuba,  e  em 

seguida adicionou‐se tampão de corrida (25mM Tris; 191mM Glicina; SDS 10%) na cuba. As 

amostras foram aplicadas nos poços, assim como o peso molecular. A fonte com voltagem 

constante foi ajustada em duas fases: a primeira em 65V por 20min; e a segunda a 120V por 

aproximadamente 1 hora e 30min. 

Para a  transferência para a membrana o papel  filtro e membrana de nitrocelulose 

foram cortadas nas dimensões do gel (7,5 x 10 cm). O gel foi retirado da cuba de corrida e 

colocado  em  imersão  no  tampão  de  transferência  (191mM Glicina,  25mM  Tris,  SDS  10%, 

Metanol 20%) para equilibrar, assim como o papel filtro, a membrana de nitrocelulose e as 

espumas de  apoio. Após  a montagem do  sistema no molde, o molde  contendo o  gel e  a 

membrana  foi  colocado  em  uma  cuba  específica  para  transferência  com  o  tampão  de 

transferência e uma placa de gelo; a cuba estava dentro de um isopor contendo gelo. Então, 

a voltagem foi ajustada para 100V por 1 hora a 4ºC. O sucesso da transferência foi verificado 

através  a  coloração  por  Ponceau.  Para  isso,  a  membrana  foi  retirada  da  cuba  de 

transferência e colocada em um recipiente limpo com água destilada. Descartou‐se a água e 

colocou‐se  a  solução  Ponceau  (1%  CH₃COOH;  Ponceau  S  Staining  Solution  25%)  para  a 

visualização de proteínas totais. A membrana foi lavada com água destilada novamente para 

remoção do Ponceau. 

Para a reação de immunoblot, a membrana foi primeiramente bloqueada em solução 

de  5%  de  leite  em  pó  desnatado  em  TBS‐T  (150mM  NaCl;  20mM  Tris;  Tween  0,1%)  e 

incubada  por  uma  hora  em  temperatura  ambiente  sob  agitação.  Após  este  período  a 

membrana foi lavada três vezes por 5 minutos com TBS‐T. O anticorpo primário (vide Tabela 

4) foi incubado diluído em TBS‐T‐BSA 5% sob agitação a 4°C overnight. O anticorpo primário 

foi retirado e realizou‐se novamente três lavagens de 5 minutos cada com TBS‐T. Adicionou‐

se então o anticorpo  secundário  (anti‐coelho ou anti‐camundongo acoplado a HRP diluído 

em TBS‐T 5% de leite em pós desnatado na proporção 1:2500 e incubado por uma hora sob 

agitação em temperatura ambiente. Realizou‐se então três lavagens de 5 minutos cada com 

TBS‐T. A reação luminosa foi revelada utilizando o kit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate 
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(Thermo  Scientific),  cuja  solução  foi  aplicada  sobre  a  membrana.  A  quantificação  da 

luminosidade foi obtida no fotodocumentador Uvitec Cambridge™. 

As proteínas de  interesse  investigadas pertencem à via PI3K/AKT/mTOR envolvidas 

no ciclo celular: pAKT  (T308), pAKT  (S473), AKT total, p(S235/6) rpS6, rpS6 total, P70 total, 

pERK, ERK 1/2, RSK1 total, RSK 2 total, PTEN, BAP1 e beta actina/GAPDH (Tabela 4). 

 

Tabela 4 ‐ Anticorpos utilizados nos ensaios de westen blot, número de catálogo, diluições e 
espécie fonte. 
 

Proteína  Marca/Catálogo Diluição Espécie Fonte

P(Thr202/Y204)‐ERK1/2  Cell Signaling/#9101 1:1000 Rabbit 

ERK1/2  Cell Signaling/#9102 1:2000 Rabbit 

P(Ser235/236)‐rpS6 Cell Signaling/#4856  1:1000  Rabbit 

rpS6  Santa Cruz/sc‐74459 1:500 Mouse 

p‐Akt (T308)  Cell Signaling/#4056 1:1000 Rabbit 

p‐Akt (S473)  Cell Signaling/#9271 1:1000 Rabbit 

AKT  Cell Signaling/#9272 1:1000 Rabbit 

BAP‐1  St. Cruz/sc‐28383 1:500 Mouse 

 

3.7  SEQUENCIAMENTO DE AMOSTRAS E ANÁLISE DO SEQUENCIAMENTO 
 

Foram enviadas para sequenciamento de exoma amostras contendo diferentes tipos 

de material  biológico  de  cada  caso  de mesotelioma maligno  que  passou  por  cirurgia  no 

A.C.Camargo Cancer Center desde janeiro de 2018 para a empresa Macrogen (Coreia do Sul), 

e  sequenciada  pela  plataforma  Illumina.  Foram  sequenciados  3  casos  de  mesotelioma 

maligno, para cada caso  foram enviados  três  tipos de materiais diferentes  (DNA do  tumor 

original, DNA extraído de cultura celular derivada do tumor original, e DNA do xenoenxerto), 

afim  de  se  observar  as  alterações  gênicas  presentes  em  cada  amostra  e  comparar  a 

preservação destas alterações em cada tipo de material biológico.  

A análise dos dados obtidos a partir do sequenciamento foi realizada pelo Alexandre 

Defelicibus, do departamento de bioinformática da instituição. Para isto, foram realizadas a 

chamada de variante (PDX) e abordagem das variantes somáticas. Foi o filtro XenofilteR 70, 

que  realizou  a  deconvolução  computacional  de  leituras  de  camundongos  e  humanos  em 

dados de sequência de xenoenxerto do tumor (Figura 7).  
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Fonte: Kluin et al. 70 

Figura 7  ‐ Visão geral do fluxo de trabalho XenofilteR. As  leituras de sequência  (fastq) de PDX são 

mapeadas  com  um  alinhador  apropriado  para  um  genoma  de  referência  humano  e  de  camundongo.  A 

sequência lê apenas o mapa para um único genoma de referência e o classifica para esse organismo específico. 

Para leituras de sequência que mapeiam para o genoma de referência humano e de camundongo, a distância 

de  edição  é  calculada  pelo  número  de  pares  de  bases  diferentes  entre  a  sequência  lida  e  o  genoma  de 

referência.  Em  seguida,  o  XenofilteR  classifica  a  sequência  lida  como  'humana'  ou  'animal'  com  base  na 

distância de edição. 
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Com as leituras restantes do filtro aplicado no passo anterior, foi realizada a chamada 

de  variante  somática. Os parâmetros da  análise  foram definidos baseados nos bancos de 

dados dbNSFP, gnomAD, ExAC, dbSNP e snpEff. A análise de variante somática para os dados 

de  sequenciamento de exoma  foi executada de  acordo  com  as boas práticas do Genome 

Analysis  Toolkit  (GATK)  71,  as  quais  compreende  as  etapas  de  alinhamento,  pré‐

processamento  e  chamada  de  variante.  Resumidamente,  o  software  BWA  versão  0.7.17‐

r1188, no modo MEM,  foi utilizado para alinhamento dos arquivos FASTQ  (reads) contra a 

sequência  de  referência  do  genoma  humano,  na  versão  GRCh38  (hg38).  O  BWA  foi 

executado com os parâmetros padrões, exceto para o número de threads que  foi definido 

para 8 para um processamento mais rápido. 

Os arquivos alinhados  (BAMs)  foram pré‐processados utilizando o GATK versão 3.8, 

seguindo  os  passos:  MarkDuplicates,  BaseRecalibrator  e  PrintReads.  O  programa 

MarkDuplicates  foi  executado  com  os  parâmetros  padrões  e  esse  passo  consiste  na 

identificação  de  pares  de  reads  que  podem  ter  sido  geradas  a  partir  de  duplicatas  dos 

mesmos fragmentos de DNA. Os programas BaseRecalibrator e PrintReads foram executados 

com os parâmetros padrões, exceto para o número de threads que foi definido para 8 para 

um  processamento mais  rápido,  e  esse  passo  consiste  na  aplicação  de  um  algoritmo  de 

machine  learning  para  detectar  e  corrigir  erros  nos  valores  da  qualidade  de  cada  base 

gerado pelo sequenciador.  

Para  a  chamada  de  variante  somática,  foi  utilizado  o  método  mutect2,  com  os 

parâmetros  padrões,  exceto  para  os  pârametros  ‐max_alt_alleles_in_normal_count  7‐

max_alt_allele_in_normal_fraction  0.05,  no  modo  pareado  (tumor  x  normal),  onde  as 

variantes  encontradas  na  amostra  normal  eram  filtradas  e  não  consideradas  como 

somáticas.  Como  amostra  normal,  foi  considerada  um  pool  de  leucócitos  que  foi 

sequenciado com o DNA de 3 amostras. Os bancos dbSNP  72 e ExAC  foram utilizados para 

filtro  de  polimorfismo.  Demais  filtros  foram  realizados  utilizando  a  abordagem  de  hard 

filtering do GATK3 descrito no tutorial do GATK. A variável “impacto” presente nas tabelas 9, 

10 e 11 é baseada na probabilidade de alteração da proteína a ser codificada. 
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3.8  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando SPSS versão 18 (Inc., padrão, 

mínimo,  máximo  e  quartis)  para  dados  quantitativos  e  tabelas  de  frequência  para  o 

qualitativo.  A  associação  entre  tipos  histológicos,  dados  demográficos,  perfil  celular  e 

molecular  foi  primeiramente  comparada  usando  o  teste  exato  de  Fisher  ou  teste  qui‐

quadrado de Pearson. A sobrevida global foi avaliada quanto ao sexo, idade, estadiamento, 

tipos histológicos, e expressão de BAP‐1 pelas curvas de sobrevida de Kaplan‐Meier e o teste 

Log‐rank para examinar as diferenças nas curvas de sobrevivência. A robustez das variáveis 

significantes obtidas pela  análise univariada  foram  testadas pelo modelo de  regressão de 

Cox.  Para  alguns  testes  epidemiológicos  existem  dados  omissos  que  não  considerados. O 

valor de p≤0,05 foi considerado significante para todos os testes.  
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4  RESULTADOS 
 

 

4.1  CONSTRUÇÃO DE COORTE E AVALIAÇÃO CLÍNICA E EPIDEMIOLÓGICA 

 

Durante  os meses  de  execução  deste  projeto,  trabalhamos  para  a  aprovação  do 

projeto no CEP  institucional  (número 2501‐18B) e realizamos o  levantamento de dados de 

159  pacientes  portadores  de  mesotelioma  maligno  atendidos  no  A.C.Camargo  Cancer 

Center, utilizando os sistemas internos Recruit e H2TC. Com os dados coletados foi elaborada 

uma  coorte  utilizando  o  sistema  online  de  construção  de  banco  de  dados  RedCap,  com 

auxílio da equipe de Informática Médica da instituição.  

Quando  analisamos  o  perfil  epidemiológico  de  nossa  coorte  independente  de 

topografia, temos os seguintes resultados (tabela 5): 50% dos pacientes (N=77) são do sexo 

feminino,  e  50%  do  sexo masculino  ‐  não  foi  possível  recuperar  dados  de  1%  (N=2)  dos 

pacientes em relação a esta variável. 

Na escala de performance ECOG, 57,4% pacientes (N=66) se encontram na escala 1, 

que  por  definição  é  apresentada  como  “Atividade  física  extenuante  restrita;  totalmente 

ambulatorial e capaz de realizar trabalhos leves”.  

A média de idade ao diagnóstico encontrada foi de 55,94 anos; o paciente mais novo 

em nossa coorte a ser diagnosticado possuía 21 anos e o mais velho 84 anos, enquanto o 

valor da mediana em nosso estudo foi de 57 anos. 

Apenas 16,3% dos pacientes (N=17) afirmaram estar cientes da exposição prévia aos 

asbestos. Dados da literatura reportaram a que porcentagem de pessoas diagnosticadas com 

algum  tipo de mesotelioma maligno e exposição prévia ao asbesto relatada pode chegar a 

até 80% 2,18,73,74. 

Embora não tenha sido possível obter dados de 35,94% de nossa coorte em relação 

ao  estadiamento  durante  o  diagnóstico,  a maioria  dos  pacientes  foram  classificados  em 

estágios avançados III e IV (37,6% e 51,2% respectivamente). 

Em relação aos principais carcinógenos tabaco e álcool a maioria dos pacientes nega 

contato,  vemos que 57,3%  (N=67) dos pacientes não  são  tabagistas e 66%  (N=70) não  se 

consideram etilistas. 
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O tipo histológico mais encontrado deste tumor foi o epitelioide, presente em 81,6% 

(N=102)  dos  pacientes  (Figura  8).  Surpreendentemente,  em  nossos  bancos  de  dados 

encontramos 13  casos diagnosticados  como mesotelioma papilífero bem diferenciado, um 

tipo  histológico  tão  raro  que  não  possui  epidemiologia  descrita.  Para  confirmação  desta 

histologia  os  possíveis  casos  de  mesotelioma  papilífero  bem  diferenciado  passaram  por 

revisão histológica pelo patologista afiliado à este trabalho e 7 deles foram considerados de 

fato papilífero bem diferenciado. 

 

 

Figura 8 ‐ Distribuição do tipo histológico de mesotelioma maligno encontrado neste estudo. 

 

Na Tabela 5 destacamos  também as porcentagens das  topografias encontradas em 

nosso estudo 48,42% peritoneal e 47,16% pleural. O departamento de  cirurgia pélvica do 

A.C.Camargo Cancer Center é um centro de referência nacional, e, por este motivo inúmeros 

pacientes  portadores  de mesotelioma maligno  peritoneal  de  várias  regiões  do  Brasil  são 

encaminhados  para  este  centro  a  fim  de  passarem  por  cirurgia  citorredutora  durante  o 

tratamento.  Por  este motivo  existe  um  número  similar  entre  as  topografias  encontradas 

entre  nossos  pacientes,  apesar  do  mesotelioma  maligno  pleural  ser  o  mais  incidente 

mundialmente 75. 

Quanto  a  escolha  de  tratamento  adequada,  os  pacientes de mesotelioma maligno 

podem  ter  passado  por  apenas  uma  das  opções  de  tratamento  ou  por  uma  combinação 

deles. Nossa análise revelou que 68,2% (N=105) dos pacientes passaram por algum tipo de 

cirurgia, enquanto 61% (N=94) passaram por tratamento quimioterápico.  
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Quando  indagados  sobre  histórico  familiar  de  câncer,  59,5%  (N=66)  afirmaram  a 

existência de  tumores malignos em  familiares consanguineos, enquanto 22,3%  (N=27) dos 

pacientes  relataram  o  diagnóstico  de  outra  neoplasia  anterior  ao  diagnóstico  de 

mesotelioma maligno. 

Em  31,8%  (N=49)  dos  pacientes  foram  constatados  a  progressão  local  da  doença, 

enquanto  24%  (N=37)  apresentaram metástase.  Quanto  a  recidiva  do  tumor,  vimos  que 

55,6%  (N=50)  dos  pacientes  tiveram  o  retorno  da  doença,  após  um  tratamento  bem 

sucedido. 

Ao  separarmos  as  topografias  para  análise,  conseguimos  diferenciar  o  perfil 

epidemiológico do mesotelioma maligno pleural do mesotelioma maligno peritoneal.  

Com  os  dados  que  disponíveis  em  nossos  prontuários,  observamos  que  no 

mesotelioma  pleural maligno  a maioria  dos  pacientes  são  homens  (62,3%),  apresentam 

ECOG 1 (69,6%),  idade ao diagnóstico entre 65‐74 anos (34,2%), não reportaram exposição 

ao asbesto (72,5%), estadiamento III e IV (48%), com histórico de tabagismo (54,2%) e sem 

histórico de etilismo (59,6%). O tipo histológico mais prevalente encontrado nesta topografia 

foi o epitelioide (83,3%), 55,8% dos pacientes passaram por algum tipo de cirurgia e 57,1% 

fizeram algum tipo de quimioterapia. Reportaram histórico familiar de câncer em 51,9% dos 

casos,  e  72,9%  dos  pacientes  negou  o  diagnóstico  de  uma  outra  neoplasia  anterior  ao 

diagnóstico  de mesotelioma maligno.  A  progressão  foi  local  foi  vista  em  37,7%  de  nossa 

coorte e 69% dos pacientes apresentaram recidiva do tumor. 

Enquanto  no  mesotelioma  peritonial  maligno  encontramos  o  seguinte  perfil 

epidemiológico:  62,3%  (N=48)  pertencem  ao  sexo  feminino,  45,8%  (N=  27)  apresentaram 

ECOG 1, 33,8%  (N=25)  foram diagnosticado entre 21 e 44 anos, 94,3%  (N=50) negaram o 

conhecimento  de  exposição  ao  asbesto,  a  maioria  dos  pacientes  (54,9%  (N=28))  foram 

diagnosticadas  em  estágio  avançado  da  doença  ‐  estadiamento  IV,  sem  histórico  de 

tabagismo ou etilismo (57,3%, N=67; 72,2%, N=39 respectivamente), a histologia epitelioide 

foi  a mais  prevalente,  sendo  encontrada  em  80%  (N=  52)  dos  casos,  80,5%  (N=62)  dos 

pacientes  passaram  por  algum  tipo  de  tratamento  cirúrgico,  66,1%  (N=39)  relatou  a 

presença de histórico familiar de câncer, a maior parte (82,3%, N=51)) desta população não 

apresentou outra neoplasia anterior ao diagnóstico de mesotelioma maligno, 29,9%(N=23) 

não apresentou progressão e nem recidiva da doença (56,3%, N=27). 
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Tabela  5  ‐  Resultado  da  coleta  de  dados  epidemiológicos  em  pacientes  portadores  de 
mesotelioma maligno atendidos no A.C.Camargo Cancer Center. 
 

Variável  Categoria 
Pleural
(N=75) 

Peritoneal 
(N=77) 

Total* 
Teste X2 

N % N % N %  p‐value**

Sexo  Feminino  29 37,7% 48 62,3% 77 50% 

Masculino  48 62,3% 29 37,7% 77 50%  0,004

Total  77 100% 77 100% 154  100% 

ECOG  0  8 14,3% 26 44,1% 34 29,6% 

1  39 69,6% 27 45,8% 66 57,4% 

2  7 12,5% 5 8,5% 12 10,4%  0,001

3  2 3,6% 0 ‐ 2 3,6% 

4  0 ‐ 1 1,7% 1 0,9% 

Total  56 100% 59 100% 115  100% 

Idade ao 
diagnóstico 

21‐44  8 11% 25 33,8% 33 22, 4% 

45‐54  9 12,3% 21 28,4% 30 20,4% 

55‐64  19 26% 14 18,9% 33 22,4% 

65‐74  25 34,2% 10 13,5% 35 23,8%  <0,001

75+  12 16,4% 4 5,4% 16 10,9% 

Total  73  100% 74 100% 147  100% 

Exposição ao 
asbesto 

Sim  14 27,5% 3 5,7% 17 16,3% 

Não  37 72,5% 50 94,3% 91 83,7%  0,006

Total  51 100% 53 100% 104  100% 

Estadiamento  I  0 ‐ 6 11,8% 6 5,9% 

II  2 4% 3 5,9% 5   5 % 

III  24 48% 14 27,5% 38 37,6%  0,018

IV  24 48% 28 54,9% 52 51,2% 

Total  50   100 % 51 100% 101  100% 

Tabagismo  Sim  32 54,2% 18 31% 50 42,7% 

Não  27 45,8% 40 69% 67 57,3%  0,019

Total  59 100% 58 100% 117  100% 

Etilismo  Sim  21 40,4% 15 27,8% 36 34% 

Não  31 59,6% 39 72,2% 70 66%  0,244

Total  52 100% 54 100% 106  100% 

Histologia  Epitelioide  50 83,3% 52 80% 102  81,6% 

Sarcomatoide  4 6,7% 3 4,6% 7 5,6% 

Bifásico  4 6,7% 5 7,7% 9 7,2%  0,757

Papilífero bem 
diferenciado 

2 3,3% 5 7,7% 7 5,6% 

Total  60 100% 65 100% 125  100% 

Tratamento  Cirurgia  43 55,8% 62 80,5% 105  68,2%  0,002

Quimioterapia  44 57,1% 50 64,9% 94 61%  0,409

Radioterapia  24 31,2% 2 2,6% 26 16,9%  <0,001

Histórico 
familiar de 
câncer 

Sim  27 51,9% 39 66,1% 66 59,5% 

Não  25 48,1% 20 33,9% 45 40,5%  0,185

Total  52 100% 59 100% 111  100% 

Neoplasia 
anterior 

Sim  16 27,1% 11 17,7% 27 22,3% 

Não  43 72,9% 51 82,3% 94 77,7%  0,391

Total  59 100% 62 100% 121  100% 
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Cont/ Tabela 5 
 

Variável  Categoria 
Pleural
(N=75) 

Peritoneal 
(N=77) 

Total* 
Teste X2 

Progressão  Local  29 37,7% 20 26% 49 31,8%  0,166

A distância  18 23,4% 19 24,7% 37 24%  1

Sem 
progressão 

12 15,6% 23 29,9% 35 22,7%  0,054

Recidiva  Sim  29 69% 21 43,8% 50 55,6% 

Não   13 31% 27 56,3% 40 44,4%  0,028

Total  42 100% 48 100% 90 100% 

Resultados  separados  em  suas  duas  principais  topografias:  pleural  e  peritoneal.  Dados  apresentados  em 
porcentagem e em números absolutos para facilitar a compreensão. Ignorados= dados não recuperados e/ou 
ignorados  durante  anamnese.  *O  total  de  casos  neste  estudo  foi  de  159  pacientes,  entretanto  devido  a 
ausência  de  determinadas  informações  em  prontuário  o N  total  pode  sofrer  variação  de  acordo  com  cada 
variável.  **p‐value  do  teste  de  qui‐quadrado  de  Fisher. Valores  significantes  estatisticamente  (p  <  0.05)  se 
encontram em negrito. 

 
Abaixo, pode‐se observar um gráfico do tipo Kaplan‐Meyer, com dados de sobrevida 

global dos pacientes. Nele compara‐se o tempo de sobrevida global em meses em pacientes 

acometidos pelo mesotelioma maligno de topografias pleural versus peritoneal (Figura 9). Os 

portadores de mesotelioma pleural maligno possuem uma mediana de sobrevida global de 

11,6 meses, enquanto os pacientes com mesotelioma peritonial maligno apresentam uma 

mediana de sobrevida global, de 17,9 meses. 

 

 

Figura 9 ‐ Gráfico de sobrevida global tipo por topografia, comparando o tempo de sobrevida em 

meses  entre  os  pacientes  participantes  do  estudo,  acometidos  pelo  mesotelioma  maligno  pleural  x 

mesotelioma maligno peritoneal. P‐value obtido através do  teste de  Log‐Rank no  SPSS,  consideramos  como 

estatisticamente significantes p<0.05. 
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Quando a mesma análise é estratificada por tipos histológicos (Figura 10 e Tabela 6) 

observamos  a  seguinte mediana  de  sobrevida  global  em meses:  epitelioide  13,86 meses; 

sarcomatoide  9,86 meses;  bifásico  20,61 meses;  e  papilífero  bem  diferenciado  de  54,36 

meses. 

 

 
Figura 10  ‐ Gráfico de  sobrevida global por  tipo histológico,  comparando o  tempo de  sobrevida 

global em meses entre os pacientes participantes do estudo. P‐value obtido através do teste de Log‐Rank no 
SPSS, consideramos como estatisticamente significantes p<0.05. 
 

Tabela 6  ‐ Tempo médio e máximo de  sobrevida global  (em meses)  segmentado por  tipo 
histológico do tumor. 
 

Histologia Mediana (meses) 

Epitelioide 13,86

Sarcomatoide 9,86

Bifásico 20,61

Papilífero bem diferenciado 54,36

 

Ao  analisarmos  a  sobrevida  global  dos  portadores  de  mesotelioma  maligno  por 

estadiamento  (Figura 11)  vemos as  seguintes médias: Estágio  I  ‐ 54,36 meses; estágio  II  ‐ 

72,78 meses; estágio  III  ‐ 29,13 meses; estágio  IV  ‐ 28,31 meses. Em  suma, nossos dados 

mostram que pacientes com estágios  I e  II da doença possuem maior média de sobrevida 

global. 
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Figura 11 ‐ Gráfico de sobrevida global de pacientes portadores de mesotelioma maligno por 
estadiamento (I + II; e III + IV). p‐value obtido através do teste de Log‐Rank no SPSS, consideramos como 

estatisticamente significantes p<0.05. 
 

4.1.1  Avaliar a perda de expressão da proteína BAP‐1 no TMA e outros biomarcadores 

Para  a  construção  do  TMA,  foi  possível  recuperar  107  blocos  de  parafina  com 

amostras  de  tecidos  tumorais  (cirurgia  e/ou  biópsia).  Alguns  impasses  foram  levados  em 

consideração ao montar e trabalhar com este TMA: a dificuldade em rastrear e resgatar as 

amostras  parafinadas  de  todos  os  pacientes  que  compõe  nossa  coorte,  o  tempo  de 

armazenamento  do  material  parafinado  (que  pode  influencia  diretamente  na  qualidade 

destes),  e  materiais  externos  com  diferentes  protocolos  para  confecção  dos  blocos  e 

armazenamento. 

Uma  vez que o  TMA  se  encontrou pronto,  realizamos  a  reação de  IHQ para BAP‐1. 

Nela, de 107 amostras: 48 apresentaram expressão da proteína BAP‐1 preservada (ilustrada 

na Figura 12), 35 apresentaram perda de expressão característica de alteração no gene BAP1 

ilustrada na Figura 13) e 24  foram  considerados  indeterminados. É  importante  ressaltar a 

dificuldade em se trabalhar com este anticorpo, também reportado por outros autores 65‐67. 
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Figura 12  ‐  Imagem  ilustrativa de expressão nuclear de BAP‐1 preservada  (seta verde), contendo 
marcação  preservada  nas  células  inflamatórias  (utilizadas  como  controle  endógeno)  (seta  vermelha),  e 
background citoplasmático do anticorpo (seta laranja). 

 

 

Figura 13  ‐  Imagem  ilustrativa de perda de expressão nuclear de BAP‐1  (seta verde), contendo 
marcação  preservada  nas  células  inflamatórias  (utilizadas  como  controle  endógeno)  (seta  vermelha),  e 
background citoplasmático do anticorpo (seta laranja).  
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As demais reações de imunohistoquímica foram feitas antes da montagem do TMA e 

em  lâminas  individuais  a  partir  de  novos  cortes  dos  blocos  que  tivemos  acesso.  Foram 

necessários  realizar  novas  reações  de  imunohistoquímica  com  os  5  marcadores 

imunohistoquímicos  utilizados  pelo  departamento  de  rotina  de  IHQ  do  hospital  (WT‐1, 

podoplanina,  p53,  antígeno  epitelial  ‐  BerEP4,  citoqueratina  AE1/AE3)  para  105  dos  159 

casos de mesotelioma maligno que compõe nossa coorte, afim de se obter a confirmação 

diagnóstica (Tabela 7). 

É  possível  observar  que  mais  de  50%  dos  marcadores  WT1,  BerEP4  (marcador 

negativo) e podoplanina colaboraram para o  indicativo de malignidade. A baixa  frequência 

inicial (94,33%) das reações para BAP‐1 na rotina da instituição nos incentivou a adicioná‐lo 

nos objetivos do nosso trabalho. 

 

Tabela 7  ‐ Resultado da coleta de dados  imunohistoquímicos em pacientes portadores de 
mesotelioma  maligno  atendidos  no  A.C.Camargo  Cancer  Center.  Dados  apresentados  em 

porcentagem e em números absolutos para facilitar a compreensão.  
 

Proteína  Resultado N  % 

WT1  Positivo 87  79,81% 

Negativo 22  20,18% 

BerEP4  Positivo 10  10,20% 

Negativo 88  89,79% 

P53  Positivo 19  39,58% 

Negativo 29  60,41% 

Citoqueratina AE1/AE3 Positivo 76  96,2% 

Negativo 3  3,79% 

BAP‐1  Positivo 30  58,82% 

Negativo 21  41,17% 

 
Ao  correlacionarmos  a  perda  de  expressão  de  BAP‐1  com  aspectos  clínicos  como 

histologia do tumor, tempo de sobrevida global e topografia do mesotelioma encontramos o 

seguinte  (Tabela 8): 95,2%  (N=20) dos  casos em que houve perda de expressão de BAP‐1 

eram de histologia epitelioide; pacientes que apresentaram perda de expressão de BAP‐1 

tiveram maior mediana de sobrevida (38,44 meses) do que em pacientes que apresentaram 

expressão preservada da proteína  (23,2 meses)  (Figura 14). Quanto a  topografia e BAP‐1, 

essas variáveis não se correlacionam, uma vez que encontramos porcentagem similar tanto 

em casos de perda de expressão (75% peritonial e 25% pleural) como em casos de expressão 

preservada desta proteína (76,7% peritonial e 23,3% pleural), com p valor igual a 1. 
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Tabela  8  ‐  Relação  entre  dados  clínicos  e  expressão  da  proteína BAP‐1. Média  de  sobrevida 

global em dias, topografia e histologia em %, comparado com a ausência ou presença da expressão de BAP‐1 
pela reação de IHQ *. 
 

Relação entre dados clínicos e expressão da proteína BAP‐1 

 
Expressão 
preservada 

Perda de expressão 
Teste X2

(p‐value) * 

Mediana da sobrevida 
Global 

(Em meses) 
23,2  38,44 

 
1.484 

     
Topografia (em %)    

Pleural  23,3% 25%
1 

Peritonial  76,7% 75%
     

Histologia do Tumor 
(em %) 

   
 

Epitelioide 
Bifásico 

83,3% 95,2%  
6,7%  4,8% 0.692

Sarcomatoide  6,7%  ‐  
Papilífero bem 
diferenciado 

3,3%  ‐ 
 

*p‐value do teste de qui‐quadrado de Fisher (p < 0.05). 

 

 

Figura 14 ‐ Sobrevida Global em meses de acordo com o resultado da avaliação de BAP‐1. p‐
value obtido através do teste de Log‐Rank no SPSS, consideramos como estatisticamente significantes p<0.05. 
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Curiosamente, durante nossa na análise do TMA, nos deparamos com um padrão de 

preservação  da  expressão  proteica  de  BAP‐1  em  subtipos  histológicos  epiteliais  com 

padronagem papilífera (Figura 15). Entretanto, não encontramos descrições semelhantes na 

literatura.  

 

 

Figura  15  ‐  Ilustração  da  padronagem  papilífera  em mesotelioma maligno  de  histologia 
epitelioide com expressão preservada de BAP‐1. 
 

Criar e caracterizar linhagem de mesotelioma para estudos moleculares e descrição 

dos casos prospectivos 

Para  a  utilização  neste  estudo  foram  coletados  materiais  de  cinco  casos  de 

mesotelioma  maligno  atendidos  e  ressecados  na  instituição.  Os  fragmentos  das  peças 

cirúrgicas foram utilizados para a criação de xenoenxertos (projeto de mestrado do aluno de 

Adriano Beserra, do mesmo  laboratório) e culturas celulares (Figuras 16 e 17). As amostras 

de  tumores  geraram  mais  de  3  fragmentos,  sendo  assim,  alguns  fragmentos  foram 

congelados, quanto outros foram mantidos em cultura para a criação de linhagens celulares. 

As  células  foram  avaliadas  quanto  à  expressão  de marcadores  de mesotelioma,  vias  de 

sinalização, e aspectos morfológicos.  
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Figura  16  ‐  Fragmentos  de  peças  cirúrgicas  em  diferentes  estágios  de  adesão  à  placa  de 
cultura. Em A vemos a amostra coletada e disponibilizada pelo centro cirúrgico. Em B e C vê‐se a amostra já 

fragmentada, com o fragmento desagregando células em diferentes dias de cultivo. 
 

 

Figura 17  ‐ Células de cultura primária de mesotelioma maligno pleural epitelióide coradas 
com hematoxilina. 
 

No  braço  prospectivo  deste  estudo  contamos  com  5  casos  de  mesoteliomas 

malignos  com  características  diferentes  entre  si.  A  seguir  descrevemos  informações 

coletadas  de  laudos  e  prontuários  que  consideramos  relevantes  para  a  compreensão  de 

cada caso. Em sequência também mostramos resultados dos ensaios de expressão proteica 

relativos a cada paciente. 

 



40 

 

Caso 1: Paciente do  sexo  feminino, autodeclarada parda, diagnosticada  com mesotelioma 

pleural maligno de histologia epitelioide aos 61 anos de  idade, sem exposição ao asbesto, 

sem  histórico  familiar  de  câncer,  paciente  desenvolveu  outra  neoplasia  posterior  ao 

diagnóstico  (adenocarcinoma de pulmão), não relatou perda de peso, apresentou ECOG 2, 

ex‐fumante,  não  etilista,  relatou  dor  como  sintoma  inicial,  portadora  de  cirrose  biliar, 

estadiamento  III,  T3N0M0,  passou  por  cirurgia,  radioterapia  e  quimioterapia  sistêmica 

(quatro  ciclos  de  cisplatina  +  pemetrexed),  apresentou  recidiva  e  progressão  local  da 

doença, se encontrava viva no último segmento em 17/06/2020. 

Quando  avaliados em  relação  à expressão de biomarcadores  imuno‐histoquímicos, 

observou‐se que citoqueratina 7, p63, calretinina, BAP‐1 foram positivos.  

Realizamos com sucesso o xenoenxerto em modelo murino e cultura primária de PDX 

desde  01/04/2017.  Realizamos  reações  de  IHC  em  xenoenxertos  derivados  de  pacientes 

como pode‐se observar na Figura 18, comparando as marcações de IHQ em tecido derivado 

diretamente do paciente  (A e B) com a sexta passagem em um camundongo NSG  (C e D), 

onde vemos a preservação da marcação original, porém em menor intensidade. 

 

 

Figura 18 ‐ Reações IHC em tecido humano e PDX. A e B ilustram reações de imunohistoquímicas em 

tecido derivado diretamente de tumor, com marcação para P53 (A) e citoqueratina AE1/AE3 (B); e em C e D as 
mesmas  reações  em  tecidos  de  camundongos NSG  na  sexta  passagem  do mesmo  tumor,  com  os mesmos 
marcadores 
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  A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR é alvo de diversos estudos na área de oncologia, 

pois  a  ativação  desta  via  está  diretamente  relacionada  à  pontos  importantes  de 

tumorigênese  como:  na  regulação  do  crescimento  celular,  biossíntese  de  proteínas,  e 

proliferação celular. 

As células do caso 1 foram submetidas a diferentes tratamentos para a determinação 

de expressão e ativação de proteínas relacionadas a processos biológicos importantes para a 

tumorigênese,  como  a  sinalização  celular.  Em  um  primeiro  momento,  foram  avaliadas 

proteínas  da  via  de  PI3K/mTOR  em  células  em  crescimento  exponencial,  deprivadas  de 

fatores de  crescimento  (carenciadas) ou estimuladas  com  fatores de  crescimento  (SFB). O 

padrão esperado é que células normais apresentem uma redução na atividade das proteínas 

da via quando carenciadas e uma ativação da via de sinalização após o tratamento com SFB. 

Alterações neste padrão podem  indicar  falhas nos mecanismos de progressão, e regulação 

do ciclo celular. 

  No experimento  relacionado ao  caso 1  (Figura 19) observa‐se que a expressão das 

proteínas  pAKT  (com  ambos  resíduos)  e  pERK  foi  maior  quando  recuperadas  com  SFB, 

indicando o funcionamento normal desta via. Entretanto, as proteínas relacionadas a rpS6, 

assim como ERK  total,  foram expressas em maiores quantidades quando estimuladas com 

SFB  em  estado  de  crescimento  exponencial.    Beta‐actina  foi  utilizada  como  controle 

endógeno. 
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Figura 19 ‐ Western Blot das células de mesotelioma caso 1 (PDX) em três condições: crescimento 

exponencial;  carenciadas;  e  recuperadas  com  soro  fetal  bovino  por  2h.  Todas  amostras  estavam  na 

concentração de 15μg, gel de poliacrilamida a 10%.  

 

Caso 2: Paciente do sexo masculino, autodeclarado branco, diagnosticado com mesotelioma 

pleural maligno de histologia epitelioide, aos 70 anos de  idade, sem exposição ao asbesto, 

com  histórico  familiar  de  câncer  (não mesotelioma),  sem  outras  neoplasias,  ECOG  1,  ex‐

fumante, relatou tosse e achado radiológico como principais sintomas  iniciais, hipertenso e 

portador de hiperuricemia, de estadiamento  III, T4N2M0, passou por cirurgia e 2  linhas de 

tratamento quimioterápico  (a primeira com quatro ciclos de cisplatina+ pemetrexed), sem 

recidiva, e com doença estável, se encontrava vivo no último segmento em 14/05/2019. 
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Quando  avaliados  em  relação  à  expressão  proteica,  os  marcadores  imuno‐

histoquímicos  positivos  foram:  citoqueratina  AE1/AE3,  calretinina,  podoplanina,  WT‐1, 

citoqueratina 7. 

Realizamos  com  sucesso  a  cultura  primária  de  células  e  xenoenxerto  em modelo 

murino desde 20/04/2018.  

  No  experimento  relacionado  ao  caso  2  (Figura  20),  vemos  que  as  proteínas  pAKT 

(T308),  pAKT(S473),  P(S235/6)  rpS6,  pERK  e  ERK  total  seguem  o  padrão  de  expressão 

esperado (mencionado anteriormente). Entretanto, não é possível afirmar o mesmo sobre a 

detecção de AKT total devido à qualidade das imagens. RpS6 total manteve o mesmo padrão 

de expressão proteica em todas as condições testadas. 

 

 

Figura  20  ‐ Western  Blot  das  células  de mesotelioma  caso  2  em  três  condições:  crescimento 

exponencial;  carenciadas;  e  recuperadas  com  soro  fetal  bovino  por  2h.  Todas  amostras  estavam  na 

concentração de 15μg, gel de poliacrilamida a 12% 
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Caso 5: Paciente do sexo  feminino, autodeclarada branca, diagnosticada com mesotelioma 

peritonial maligno de histologia epitelioide aos 52 anos de idade, sem exposição ao asbesto, 

sem  histórico  familiar  de  câncer,  com  presença  de  outra  neoplasia  benigna,  apresentou 

perda de peso maior que 10%, ECOG 1, não tabagista, não etilista, relatou dor como sintoma 

inicial, hipertensa  e portadora de dislipidemia, de  estadiamento  IV, passou por  cirurgia  e 

quimioterapia HIPEC (doxorrubicina + cisplatina), sem recidiva e sem progressão, apresentou 

resposta completa, se encontrava viva no último segmento em 03/08/2020. 

Quando  avaliados  em  relação  à  expressão  proteica,  os  marcadores  imuno‐

histoquímicos positivos foram: calretinina, podoplanina, WT‐1. 

Realizamos  a  cultura  primária  de  células  e  xenoenxerto  em modelo murino  desde 

15/05/2019, porém obtivemos  sucesso apenas no estabelecimento da cultura primária de 

células tumorais humana.  

  No experimento relacionado ao caso 5 (Figura 21), as proteínas AKT total e pAKT (em 

ambos  resíduos)  seguem  o  padrão  de  expressão  esperado.  Embora  ERK1/2  tenha  sido 

expresso da mesma forma nas três condições. Este experimento está incompleto e requer o 

estudo das demais proteínas citadas anteriormente. 

 

 
Figura  21  ‐ Western  Blot  do  extrato  celular  das  células  de mesotelioma  caso  5  em  três 

condições:  crescimento  exponencial;  carenciadas por 45h;  e  recuperadas  com  soro  fetal bovino por 2h  e 5 

minutos. Todas as amostras estavam na concentração de 15μg, gel de poliacrilamida a 10%.  
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  Para  fins de comparação entre as  linhagens estabelecidas em cultura em  relação à 

expressão da proteína BAP‐1, e para análise da  integridade do gene BAP1,  realizamos um 

ensaio de western blot com extrato celular de todas as células (Figura 22) e incubamos com 

anti‐BAP1. Foi possível observar que o controle positivo (linhagem PC3) apresentou banda, 

assim  como  o  caso  5  e  o  caso  2.  É  importante  ressaltar  que  a mutação  do  gene  BAP1 

geralmente implica na perda de expressão proteica, ou seja, a presença de banda implica na 

integridade do gene.  

 

 

Figura 22 ‐ Western Blot de extratos celulares de todos os casos de mesotelioma maligno em 

cultura, em situação exponencial. Todas amostras estavam na concentração de 30μg, gel de poliacrilamida a 

8%. RCC19=  linhagem celular de carcinoma de células renais utilizada para testar a expressão de BAP1. PC3= 

linhagem celular controle para BAP1. 

 

No  tópico  a  seguir  apresentamos  os  resultados  do  sequenciamento,  que  refletem 

diretamente os  resultados dos ensaios de vias de  sinalização. Então, com a ausência e/ou 

diminuição da expressão proteica de BAP‐1 no caso 1 e no caso 2, esperava‐se encontrar e 

identificar alguma alteração no gene BAP.  

 

4.1.2  Sequenciamento das amostras 

O resultado do sequenciamento de 3 casos (caso 1, caso 2 e caso 5) de mesoteliomas 

malignos  que  passaram  por  cirurgia  no  A.C.Camargo  Cancer  Center  revelou  inúmeras 

alterações somáticas.  
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A partir do  resultado do  sequenciamento, utilizamos 3  critérios de  inclusão para a 

seleção de alterações genicas (Figura 23) a serem destacadas neste trabalho (novel ‐ inédita 

e não descrita; ter potencial maligno; estar presente em amostra de tecido e em células ou 

tecido  e  PDX).  Os  critérios  servem  para  garantir  a  confiabilidade  do  resultado  e  filtrar 

alterações  irrelevantes  para  o  processo  tumoral  visando  o  foco  deste  estudo,  pois  assim 

consegue‐se  distinguir  alterações  já  descritas,  e  permite  comprovar  que  as  mutações 

destacadas são de fato oriundas do tecido tumoral. 

 

 

Figura 23 ‐ Número de mutações totais por caso versus que atendem aos critérios: novel; ter 

potencial maligno; estar presente em amostra de tecido e em células ou amostra de tecido e PDX.  

 

Dentre os genes mais comumente alterados em mesoteliomas malignos de acordo com 

o TCGA  (Figura 24),  identificamos a presença de 11 deles em nossas amostras  (Figura 25): 

BAP1, NF2, TTN, MUC4, SETD2, FAT4, CCDC168, SDK1, LAMA5, VWF, MUC5B. 
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Fonte: TCGA 76 

Figura  24  ‐  Distribuição  dos  genes  frequentemente  alterados  em  casos  de mesotelioma 

disponíveis no TCGA. 

 

 
Figura  25  ‐ Número  total  de mutações  por  gene  (somatória  dos  três  casos)  encontrados 

neste  trabalho  em  relação  aos  20  genes mais  frequentemente  alterados  de  acordo  com 

TCGA. 

 

Caso 1: No caso 1  foram encontrados 59  (Tabela 9) genes com mutações não descritas na 

literatura  (novel). Todas as alterações encontradas no caso 1 são variantes de nucleotídeo 

único (do inglês, Single‐Nucleotide Variant ‐ SNV), do tipo missense e de impacto moderado.  

Apenas 21 destes genes possuem papel relacionado aos canceres  já elucidados e descritos 

na literatura; a maioria ainda não possui função determinada. 
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Tabela  9  ‐  Alterações  gênicas  encontradas  por  sequenciamento  do  caso  1  que  se 
enquadravam nos critérios de inclusão.  
 
Gene  Localização  Frequên

cia 
alélica 

Número 
de 

leituras 
totais 
(pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função do 
gene no câncer 

ABCB1  |c.3539A>T| 
|p.Gln1180Leu| 

0.44  141  Missense  Moderado  Ovário, estômago 
e mama 78‐80 

Resistência à 
quimioterapia 

ABCC12  |c.3602C>T| 
||p.Pro1201Leu| 

0.06  74  Missense  Moderado  Mama, Estômago, 
Pulmão e 

colorretal 81‐82 

Resistência à 
quimioterapia 

ADGRA
1 

|c.1283G>T| 
|p.Arg428Leu| 

0.55  105  Missense  Moderado  Fígado, Pele 83  Indeterminado 

AGBL5  |c.1643C>G| 
|p.Ser548Cys| 

0.56  131  Missense  Moderado  Fígado, Cérebro, 
Rim 84‐86 

Indeterminado 

AQP4  |c.397C>A| 
|p.Leu133Ile| 

0.08  98  Missense  Moderado  Pulmão, 
Estômago, Mama 

87‐89 

Indeterminado 

ATP11C  |c.2531C>A| 
|p.Ala844Glu| 

0.04  83  Missense  Moderado  Fígado, Pulmão, 
Ovário 90‐92 

Indeterminado 

BOP1  |c.2024A>T| 
|p.Tyr675Phe| 

0.62  432  Missense  Moderado  Fígado, Colorretal, 
Pele 93‐95 

Oncogene 

BPIFB3  |c.1275A>T| 
|p.Glu425Asp| 

0.1  160  Missense  Moderado  Pele, Osso 96,97  Indeterminado 

CACNA1
F 

|c.1936G>T| 
|p.Val646Leu| 

0.11  42  Missense  Moderado  Mama, Colorretal, 
Linfoma, Ovário, 

Bexiga 98,99 

Indeterminado 

CACNG4  |c.344C>T| 
|p.Thr115Ile| 

0.54  388  Missense  Moderado  Mama, Bexiga, 
Ovário 100‐102 

Indeterminado 

CCDC14
9 

|c.25G>A| 
|p.Asp9Asn| 

0.07  53  Missense  Moderado  Tireoide, Fígado, 
Mama 103‐105 

Indeterminado 

CHODL  |c.290G>T| 
|p.Gly97Val| 

0.16  68  Missense  Moderado  Fígado, Pulmão, 
Colorretal 106‐108 

Indeterminado 

CHRM5  |c.590C>G| 
|p.Thr197Ser| 

0.45  255  Missense  Moderado  Mama, Cólon, 
Ovário 109‐111 

Indeterminado 

CHST1  |c.679C>G| 
|p.Leu227Val| 

0.08  243  Missense  Moderado  Bexiga, Colorretal, 
Pulmão 112‐114 

Indeterminado 

DNAJC1
3 

|c.1607C>T| 
|p.Thr536Ile| 

0.08  57  Missense  Moderado  Mama, Pele, 
Pulmão 115‐117 

Indeterminado 

EDDM1
3 

|c.473G>A| 
|p.Cys158Tyr| 

0.37  85  Missense  Moderado  Ovário, Próstata 
118 

Indeterminado 

ERMP1  |c.272C>T| 
|p.Ser91Leu| 

0.95  48  Missense  Moderado  Endométrio, 
Mama, Fígado 119‐

121 

Indeterminado 

FANCM  |c.3391G>T| 
|p.Asp1131Tyr

| 

0.13  84  Missense  Moderado  Mama, Ovário, 
Peritônio 118,122,123 

Reparo de DNA 

FLG  |c.5578G>C| 
|p.Gly1860Arg| 

0.57  353  Missense  Moderado  Pulmão, Útero, 
Mama 124‐126 

Proto‐
oncogene 
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Cont/Tabela 9 
 
Gene  Localização  Frequênci

a alélica 
(%) 

Número de 
leituras 

totais (pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função do 
gene no câncer 

FRAS1  |c.9951G>T| 
|p.Gln3317His

| 

0.61  94  Missense  Moderado  Pulmão, Mama, 
Estômago 127‐129 

Indeterminado 

GCNT7  |c.1156T>A| 
|p.Ser386Thr| 

0.04  70  Missense  Moderado  Estômago, 
Pulmão 130 

Indeterminado 

GLI2  |c.2711C>T| 
|p.Pro904Leu| 

0.44  61  Missense  Moderado  Pulmão, 
Estômago, 

Mama, Pele 131 

Indeterminado 

GP2  |c.1172C>A| 
|p.Thr391Asn| 

0.17  110  Missense  Moderado  Mama, Pâncreas, 
Ovário 132 

Indeterminado 

GPR15  |c.505C>A| 
|p.Leu169Ile| 

0.09  96  Missense  Moderado  Intestino, 
Estômago, Bexiga 

86,133,134 

Indeterminado 

GRM5  |c.1529T>G| 
|p.Val510Gly| 

0.06  101  Missense  Moderado  Pele, Próstata, 
Mama 135‐137 

Indeterminado 

HMCN2  |c.6986C>A| 
|p.Ala2329Asp

| 

0.45  77  Missense  Moderado  Próstata, Útero, 
Cérebro 138,139 

Indeterminado 

IGFBP6  |c.415A>T| 
|p.Arg139Trp| 

0.78  38  Missense  Moderado  Músculo, Cólon, 
Cérebro 140 

Supressor 
tumoral 

INHBE  |c.734C>A| 
|p.Pro245His| 

0.12  151  Missense  Moderado  Fígado, Pâncreas 
141,142 

Supressor 
tumoral 

LRP2  |c.1066G>A| 
|p.Gly356Arg| 

0.09  85  Missense  Moderado  Tireóide, 
Próstata, 

Colorretal 143‐145  

Indeterminado 

LSM6  |c.22C>A| 
|p.Pro8Thr| 

0.7  44  Missense  Moderado  Mama, Laringe, 
Fígado 88,146,147 

Oncogene 

MAPKBP
1 

|c.2980A>G
| 

|p.Ser994Gl
y| 

0.46  28  Missense  Moderado  Sangue e medula 
óssea, Pâncreas, 
Ovário 148‐150 

Indeterminado 

MC3R  |c.515G>T|
|p.Cys172Ph

e| 

0.33  264  Missense  Moderado  Mama, Cólon, 
Pele 151‐153 

Indeterminado 

MCMDC
2 

|c.1615G>A
| 

|p.Asp539As
n| 

0.75  70  Missense  Moderado  Mama, Ossos, 
Colorretal 154‐156 

Reparo de DNA 

MXRA5  |c.6062G>A
| 

|p.Gly2021A
sp| 

0.07  152  Missense  Moderado  Pulmão, 
Colorretal, Rim 

157,158 

Adesão celular 
/ supressor 
tumoral 

NRDE2  |c.1528C>A|
|p.Leu510M

et| 

0.06  43  Missense  Moderado  Mama, Pele, 
Pâncreas, Esôfago 

159,160 

Indeterminado 

OTOG  |c.8553G>T|
|p.Lys2851A

sn| 

0.37  156  Missense  Moderado  Próstata, Sangue 
e Medula óssea, 
Cérebro 138,161,162 

Indeterminado 
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Cont/Tabela 9 

 
Gene  Localização  Frequência 

alélica (%) 
Número de 
leituras 

totais (pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função do 
gene no câncer 

PAK5  |c.1922C>G|
|p.Pro641Ar

g| 

0.05  68  Missense  Moderado  Rim, Mama, 
Fígado 157,163,164 

Migração e 
invasão 
celular/ 

promotor de 
metástase / 
oncogene 

PARN  |c.442G>A|
|p.Glu148Ly

s| 

0.19  42  Missense  Moderado  Estômago, 
Pâncreas, 

Pulmão 165‐167 

Indeterminado 

PCDHB11  |c.338C>T| 
|p.Pro113Le

u| 

0.5  77  Missense  Moderado  Pele, Cabeça, 
Pescoço, Útero 

168,169 

Indeterminado 

PLXNA4  |c.3850C>A|
|p.Arg1284S

er| 

0.06  194  Missense  Moderado  Pele, Pâncreas, 
Cérebro 170 

Progressão 
tumoral e 

angiogênese 

PTPRM  |c.623C>T| 
|p.Ala208Va

l| 

0.85  87  Missense  Moderado  Pulmão, Mama, 
Útero 171‐173 

Candidato a 
supressor 
tumoral 

RICTOR  |c.5023T>A|
|p.Cys1675S

er| 

0.05  70  Missense  Moderado  Pulmão, 
Próstata, 

Colorretal 174‐176 

Proliferação, 
viabilidade e 
migração 
celular 

SDK2  |c.6166G>C|
|p.Gly2056A

rg| 

0.35  155  Missense  Moderado  Mama, Pulmão, 
Ovário 101,177,178 

Adesão celular 

SMAD6  |c.391G>C|
|p.Glu131Gl

n| 

0.58  24  Missense  Moderado  Pâncreas, 
Pulmão, 

Colorretal 179‐181 

Indeterminado 

SNX11  |c.5G>T| 
|p.Gly2Val| 

0.09  51  Missense  Moderado  Estômago, 
Mama, 

Colorretal 182‐184 

Indeterminado 

SRD5A1  |c.561G>T|
|p.Arg187Se

r| 

0.09  44  Missense  Moderado  Mama, Útero, 
Próstata 185‐187 

Indeterminado 

SYNGR1  |c.306G>T|
|p.Lys102As

n| 

0.35  241  Missense  Moderado  Bexiga, Mama, 
Ovário 188,189 

Indeterminado 

TAP2  |c.685C>T| 
|p.Leu229Ph

e| 

0.05  69  Missense  Moderado  Útero, Mama, 
Esôfago 190‐192 

Candidato à 
supressor 
tumoral   

TEX2  |c.2206C>T|
|p.Pro736Se

r| 

0.09  107  Missense  Moderado  Mama, Fígado, 
Boca 136,193,194 

Indeterminado 

TLL1  |c.1697G>T| 
|p.Gly566Va

l| 

0.29  78  Missense  Moderado  Pancreas, fígado 
195,196 

Indeterminado 

TMEM26
0 

|c.970C>G| 
|p.Leu324Val| 

0.18  27  Missense  Moderado  Estômago, 
Próstata, 
Sangue e 

Medula Óssea 
115,189,197 

Indeterminado 

TNNT3  |c.524G>T| 
|p.Arg175Leu| 

0.36  105  Missense  Moderado  Bexiga, Útero, 
Ovário 102,198,199 

Indeterminado 
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Cont/Tabela 9 

 
Gene  Localização  Frequência 

alélica (%) 
Número 
de leituras 
totais (pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função do 
gene no câncer 

TRPC5  |c.696G>C| 
|p.Lys232Asn| 

0.07  156  Missense  Moderado  Mama, Rim, 
Cólon 
200‐202 

Modulador de 
senescência 
celular e 

resistência à 
drogas 

TUT1  |c.1798C>T| 
|p.Arg600Cys| 

0.53  75  Missense  Moderado  Pulmão, Ossos, 
Bexiga, Boca 203‐

206 

Supressor 
tumoral / 
controle de 
expressão 
gênica e 

proliferação 
celular  

UNC79  |c.1998G>T| 
|p.Trp666Cys| 

0.2  43  Missense  Moderado  Pâncreas, Fígado, 
Tireóide 207‐209 

Indeterminado 

WDR53  |c.160G>T| 
|p.Val54Phe| 

0.13  100  Missense  Moderado  Adenoide, Mama, 
Ovário 210‐212 

Oncogene 

WDR62  |c.1010T>C| 
|p.Leu337Pro| 

0.51  52  Missense  Moderado  Ovário, Bexiga, 
Pulmão 213‐215 

Atua na 
proliferação e 
migração 
neuronal  

YTHDF1  |c.550G>A| 
|p.Glu184Lys| 

0.02  210  Missense  Moderado  Colorretal, 
Pulmão, Fígado 

216‐218 

Oncogene  

ZNF728  |c.1094A>T| 
|p.Glu365Val| 

0.1  68  Missense  Moderado  Pulmão, 
Colorretal, 

Estômago 219‐221 

Indeterminado 

 

Caso 2:  

Identificamos 8 genes no caso 2 (Tabela 10) com mutações não descritas na literatura 

(novel). 7 delas são do tipo missense, 1 do tipo frameshift com deleção. Todas as alterações 

missense  possuem  impacto  moderado,  enquanto  a  frameshift  possui  de  alto  impacto. 

Apenas 2 destes genes possuem papel relacionado aos canceres já elucidados e descritos na 

literatura; a maioria ainda não possui função determinada. 

 



52 

 

Tabela  10  ‐  Alterações  gênicas  encontradas  por  sequenciamento  do  caso  2  que  se 
enquadravam nos critérios de inclusão. 
 

 

Interessantemente,  o  resultado  do  sequenciamento  do  caso  2  detectou  uma 

alteração intronica de alto impacto no gene BAP1. A mutação encontrada é a BAP1 c.1730‐

2A>G,  ela  ocorre  no  sítio  aceptor  de  splice  na  extremidade  3'  do  13º  intron  e  causa  a 

substituição de adenina por guanina no cDNA entre as posições 1730 e 1732. Esta mutação 

já  foi  identificada anteriormente  (ID COSV56236684  ‐ COSMIC), e embora esteja  localizada 

em  um  intron,  achados  semelhantes  em  BAP1  sugerem  que  ela  pode  estar  envolvida  no 

processo  de  tumorigênese  do mesotelioma  pleural maligno  por meio  do  desarranjo  do 

splicing normal  241,242 e causar  truncamento de proteína em melanoma uveal e melanoma 

cutâneo 243. 

 

Caso  5:  No  caso  5,  constatamos  11  genes  (Tabela  11)  com mutações  não  descritas  na 

literatura  (novel),  todas do  tipo missense e de  impacto moderado. Apenas 3 destes genes 

possuem papel relacionado aos canceres  já elucidados e descritos na  literatura enquanto a 

maioria ainda não possui função determinada. 

Gene  Localização  Frequência 
alélica 
(%) 

Número 
de 

leituras 
totais 
(pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função no 
câncer 

AMIGO1  |c.1171C>G| 
|p.Leu391Val| 

0.47  107  Missense  Moderado  Estômago, Mama, 
Colorretal 
173,222,223 

Indeterminado 

BRCA2  |c.3240_3241
del| 

|p.Asp1080fs| 

0.47  23  Frameshift
‐ deleção 

Alto  Mama, Ovário, 
Pâncreas 224,225 

Supressor 
tumoral 

DCC  |c.3595G>A| 
|p.Gly1199Arg

| 

0.51  93  Missense  Moderado  Colorretal, 
Estômago, Boca 

226‐228 

Supressor 
Tumoral 

GAGE1  |c.251C>G| 
|p.Thr84Ser| 

0.16  36  Missense  Moderado  Fígado, Tireóide, 
Cabeça e pescoço 

229,230 

Indeterminado 

SLC17A8  |c.1061T>A| 
|p.Leu354His| 

0.31  74  Missense  Moderado  Pulmão, Fígado, 
Cólon 231‐233 

 

TNPO1  |c.1613T>A| 
|p.Phe538Tyr| 

0.47  21  Missense  Moderado  Próstata, Fígado, 
Ovário 234‐236 

Indeterminado 

UCMA  |c.137A>C| 
|p.Lys46Thr| 

0.53  99  Missense  Moderado  Mama 237  Indeterminado 

ZP4  |c.767A>G| 
|p.Glu256Gly| 

99  0.28  Missense  Moderado  Ovário, Próstata, 
Pele 238‐240 

Indeterminado 
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Tabela  11  ‐  Alterações  gênicas  encontradas  por  sequenciamento  do  caso  5  que  se 

enquadravam nos critérios de inclusão.  

 
Gene  Localização  Frequência 

alélica 
(%) 

Número 
de 

leituras 
totais (pb) 

Tipo de 
mutação 

Impacto  Tumores 
relacionados 

Função no 
câncer 

ACOT6  |c.358T>C| 
|p.Tyr120His| 

0.47  68  Missense  Moderado  Rim 244  Indeterminado 

ADCYAP1R1  |c.452T>C| 
|p.Leu151Pro| 

0.57  208  Missense  Moderado  Mama, 
Próstata, 
cérebro 245‐

247 

Indeterminado 

ARRDC4  |c.841A>G| 
|p.Ile281Val| 

0.5  105  Missense  Moderado  Pulmão, 
Estômago, 
Cólon 248‐250 

Indeterminado 

BOP1  | c.671T>C| 
|p.Val224Ala| 

0.5  92  Missense  Moderado  Fígado, 
Colorretal, 
Pele 93‐95 

Oncogene 

CDX1  |c.502G>A| 
|p.Glu168Lys| 

0.42  95  Missense  Moderado  Cólon, 
Colorretal, 
Estômago, 
Intestino 

251,252 

Supressor 
Tumoral 

ETFDH  |c.1388G>A| 
|p.Gly463Asp| 

0.45  102  Missense  Moderado  Fígado, 
Bexiga, 

Colorretal 
82,253,254 

Indeterminado 

GABRA6  |c.402A>T| 
|p.Lys134Asn| 

0.41  137  Missense  Moderado  Cólon, 
Cérebro, 
Ovário 
255,256 

Indeterminado 

KPNA7  |c.914G>T| 
|p.Arg305Leu| 

0.3  94  Missense  Moderado  Pâncreas, 
Mama 257,258 

Candidato a 
oncogene 

PCCA  |c.1759G>A| 
|p.Gly587Arg| 

0.56  72  Missense  Moderado  Estômago, 
colorretal 

259 

Indeterminado 

SBF1  |c.2687T>C| 
|p.Val896Ala| 

0.48  162  Missense  Moderado  Cabeça e 
pescoço, 
mama, 

ovário 260‐262 

Potencial 
supressor 
tumoral 

TM9SF3  |c.1265G>A| 
|p.Gly422Asp| 

0.51  74  Missense  Moderado  Mama, 
Estômago 

263‐265 

Indeterminado 
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5  DISCUSSÃO 
 

 

É de suma  importância destacar que o maior viés deste estudo, assim como grande 

parte dos  estudos  retrospectivos,  é  a dificuldade de  recuperar dados de prontuários,  e  a 

existência de dados omissos, assim como dados epidemiológicos autodeclarados, que pode 

afetar  sua  confiabilidade.  Fatores  como  paciente  não  tem  conhecimento  sobre  o  termo 

“asbesto”,  as  informações  foram  coletadas  por  diversos  funcionários  diferentes  que  não 

passaram por treinamento específico para este trabalho, alguns prontuários possuem mais 

de 40 anos (tornando quase impossível a extração de dados do mesmo) e alguns prontuários 

se encontravam incompletos.  

O  mesotelioma  maligno  é  um  tumor  altamente  agressivo  que  se  apresenta  em 

diferentes topografias sendo as mais comuns pleural e peritônio 1. A exposição ao asbesto é 

conhecida como o principal fator relacionado ao desenvolvimento do mesotelioma maligno, 

apresentando a maior incidência de tumores ocupacionais, ou seja, relacionado ao ambiente 

e condições de trabalho. Dentre as doenças causadas por condições de trabalho, o câncer de 

pulmão é o mais prevalente (entre 54 e 75%). A inalação de asbesto é o responsável por 55 a 

85% destes canceres de pulmão 266. Um estudo realizado no brasil abrangendo três décadas 

(de 1980 a 2010), demonstrou que a taxa de mortalidade do mesotelioma chegou a alcançar 

1,18 por milhões de pessoas em 2002. Apesar de ser considerado uma doença rara, o estudo 

deixa claro que este número não reflete a verdadeira magnitude do problema no país devido 

ao grave problema de subnotificações 2. Em nosso estudo, vimos que 18,7% dos pacientes 

com mesotelioma  pleural  reportaram  exposição  ao  asbesto,  enquanto  apenas  1,88%  dos 

pacientes com mesotelioma peritonial alegaram o mesmo. A baixa porcentagem obtida em 

nosso  estudo  pode  não  corresponder  a  real  exposição  ao  carcinógeno  aos  pacientes 

atendidos na  instituição. Acredita‐se que este resultado pode estar relacionado à ausência 

de informação necessária por parte da população estudada em associar os minerais silicatos 

fibrosos  ao  seu  devido  nome  ‐  asbesto  e/ou  a  não  instrução  correta  aos  profissionais  da 

saúde em relação à forma de coletar informações do paciente. 

Este trabalho apresentou porcentagem similar entre topografias pleural e peritoneal, 

embora a topografia mais prevalente mundialmente no mesotelioma maligno seja a pleural. 

O motivo desta divergência é o fato da instituição A.C.Camargo Cancer Center ser um centro 
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de  referência em  cirurgias do  tipo peritoniectomia + HIPEC  (quimioterapia  intraperitoneal 

hipertérmica).  A maioria  dos  pacientes  foram  diagnosticados  em  estágios  avançados  da 

doença, embora apresentem ECOG1, que determina boa integridade física.  

Também vimos que pacientes com mesotelioma pleural maligno são diagnosticados 

mais  tardiamente devido  a  sintomas pouco  específicos,  e  consequentemente  apresentam 

uma sobrevida global mais curta, enquanto pacientes com mesotelioma peritonial maligno 

são geralmente diagnosticados mais cedo e apresentam maior sobrevida global. Em ambas 

as topografias o tipo epitelioide foi encontrado como mais predominante. 

Mundialmente, o mesotelioma maligno é um câncer mais recorrente em homens do 

que em mulheres 267‐268. Estudos recentes 268‐270  investigaram a diferença entre o efeito do 

mesotelioma maligno entre os gêneros. Alpert et al. 269, não notaram diferenças quando a 

análise foi feita com base em idade, ECOG e apenas em pacientes com histologia epitelioide. 

Porém  levanta a hipótese de que altos níveis de estrogênio pode melhorar a sobrevida e é 

um possível alvo para novas terapias. Em estudo realizado por Consonni et al. 270 com 5426 

pacientes, concluiram que os homens apresentam duas vezes mais mesotelioma pleural em 

relação à mulheres, e  também atingem a mesma  incidência de 7 a 10 anos antes. Nossos 

dados de mesotelioma pleural concordam com a literatura, pois a incidência de mesotelioma 

pleural é maior em homens (61,3%), e curiosamente a de mesotelioma peritonial é maior em 

mulheres (62,3%). 

A  conduta  de  tratamento  mais  sugerida  pela  maioria  dos  médicos  é  a  cirurgia 

citorredutora, uma vez que é quase  impossível ressecar o tumor completamente em casos 

de  mesotelioma  maligno  pleural  e  peritoneal.  O  American  Society  of  Clinical  Oncology 

Clinical Practice Guideline, ed. 2018, recomenda fortemente o uso de quimioterapia (tanto o 

uso  neoadjuvante  como  seu  uso  paliativo)  em  pacientes  portadores  de  mesotelioma 

maligno;  Este  tipo  de  tratamento  pode  prolongar  o  tempo  de  sobrevida  e  melhorar  a 

qualidade de vida do paciente. 

Quando fala‐se de alterações moleculares em mesoteliomas malignos, a importância 

de BAP1 na carcinogênese e no prognóstico deste tumor é bem definida 32,271‐276. Em nosso 

estudo foi possível analisar a expressão da proteína BAP‐1 em apenas 51 amostras. Destas, 

apenas  21  possuíram  perda  de  expressão  nuclear  de  BAP‐1,  enquanto  30  apresentaram 

algum tipo de marcação positiva. Cantini et al. 277 reportou uma associação entre a perda de 

expressão de BAP‐1 com o tumor de histologia epitelioide. Em nosso trabalho, a maioria dos 
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casos em que houve perda de expressão de BAP‐1, o tumor era de histologia epitelioide. Ao 

investigar a relação de BAP‐1 com o tempo de sobrevida global, Farzin et al. 276 sugere que a 

perda  de  expressão  desta  proteína  estaria  relacionada  a  um  melhor  prognóstico  em 

portadores  de  mesotelioma  pleural  maligno.  E  de  fato,  encontramos  maior  tempo  de 

sobrevida (em meses) muito maior em pacientes com perda de expressão de BAP‐1 do que 

em pacientes que apresentaram expressão preservada da proteína. 

É essencial a busca por novos alvos terapêuticos e novas estratégias de tratamento a 

partir de estudos envolvendo alterações gênicas frequentemente encontradas e estudos de 

vias de sinalização. A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR é responsável por regular o processo 

celular envolvido no controle do crescimento celular, proliferação, metabolismo, motilidade, 

sobrevivência e apoptose. Quando ocorre alteração em algum componente da via, a mesma 

pode promover a sobrevivência e proliferação de células tumorais 278‐279. Sabe‐se que a via 

PI3K/Akt/mTOR  encontra‐se  frequentemente  alterada  no  mesotelioma  maligno  280.  Em 

nosso  trabalho,  foi possível observar uma maior expressão das  formas  fosforiladas de AKT 

em relação à não fosforilada (Figuras 19, 20 e 21). A ativação de AKT foi correlacionada com 

vários parâmetros clínico‐patológicos, como progressão da doença e um pior prognóstico em 

uma série de  tumores  281,282. A atividade de AKT pode ser aumentada devido a  fatores de 

crescimento oncogênicos, angiogênicos, citocinas, alterações gênicas, por perda de  função 

de PTEN, entre outros 34. A  inativação de PTEN está diretamente relacionada à ativação de 

AKT,  e  sua  expressão  é  um  grande  fator  de  predição  de  sobrevida  em  pacientes  com 

mesotelioma maligno 283. 

Neste trabalho, a mediana de sobrevida global por tipo histológico do mesotelioma 

maligno independente de topografia foi de: 29,43 para epitelioide, 43,47 para bifásico, 13,24 

para  sarcomatoide  e  71,46  para  papilífero  bem  diferenciado.  Entretanto,  um  estudo 

publicado em 2018 284 avaliando a sobrevida global de acordo com o subtipo histológico do 

mesotelioma  maligno,  e  concluiu  que  a  histologia  deste  tumor  é  independentemente 

associada  com  a  sobrevida,  com  o  tipo  epitelioide  sendo  associado  a  maior  tempo  de 

sobrevida, bifásico/misto com prognóstico  intermediário e o tipo sarcomatóide com menor 

tempo de sobrevida. Verma et al. 284 demonstrou que o tempo de sobrevida médio por tipo 

histológico em mesotelioma pleural maligno foi de: 14,4 meses para epitelioide, 9,5 meses 

para bifásico e 5,3 meses para sarcomatoide. 
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Um outro estudo publicado em 2019  285,  investigou  fatores  influentes na sobrevida 

de portadores de mesotelioma maligno em uma população do estado de Nova Iorque e da 

Pensilvania  ‐  EUA,  e  determinou  que  pacientes  com menos  de  45  anos  de  idade,  sexo 

feminino,  tipo  histológico  epitelioide,  estadiamento  I,  topografia  peritonial  e  tratamento 

combinando  cirurgia  +  quimioterapia  são  fatores  prognósticos  favoráveis  aos  acometidos 

por mesotelioma maligno. Enquanto Verma et al.  284 afirma que os  fatores preditivos para 

baixa sobrevida global do mesotelioma pleural maligno são: idade avançada, sexo masculino, 

residente de área urbana, tratamento em centros públicos de saúde, e estagio IV da doença. 

Trabalhos  envolvendo  a  sobrevida  dos  portadores  de  mesotelioma  maligno  foram 

publicados por Amin et al.  285 e Shavelle et al.  286 concluíram que pacientes portadores de 

mesotelioma  maligno  pleural  possuem  sobrevida  global  melhor  que  de  pacientes  com 

mesotelioma maligno  peritoneal.  Porém  neste  trabalho  observamos  o  oposto,  pacientes 

com  topografia peritoneal  apresentaram maior  tempo de  sobrevida  global em meses. No 

mesotelioma maligno pleural a sobrevida apresentada  foi de aproximadamente até 196,66 

meses,  enquanto  na  topografia  peritoneal  foi  de  até  300 meses.  Também  é  necessário 

analisar os gráficos de sobrevida global por outros fatores  influentes além da topografia do 

tumor primário, como pela histologia do tumor (Figura 7), e grau de estadiamento (Figura 8). 

Quando  segmentamos  a  análise  por  estes  fatores  (Tabela  10)  é  possível  observar  que 

quando se trata de tempo de sobrevida global em meses, encontramos a maior mediana em 

tumores de histologia papilífero bem diferenciado, entretanto o maior tempo de sobrevida 

global identificado foi em paciente com mesotelioma de histologia epitelioide.  

Quando  comparamos  a  distribuição  dos  tipos  histológicos  tumorais  encontrados 

neste estudo e no SEER  287, nota‐se que a histologia epitelioide é a mais  incidente  (69%), 

seguida pelo tipo sarcomatoide (19%), e por ultimo o tipo bifásico 12%. Em nosso estudo a 

histologia epitelioide também  foi a mais encontrada, entretando a segunda mais  incidente 

em nossa  coorte  foi o  tipo bifásico. Também  identificamos 7 pacientes  com mesotelioma 

maligno    papilifero  bem  diferenciado,  que  é  uma  histologia  considerada  rara  e  pouco 

reportada. Para a confirmação dessa histologia rara as lâminas destes casos passou por uma 

revisão detalhada pelo patologista colaborador deste trabalho.  

Os  dados  obtidos  pelo  sequenciamento  de  nossas  amostras  corrobora  com 

informações  disponíveis  no  TCGA,  quando  destacam  os  20  principais  genes mutados  em 

casos de mesotelioma maligno, sendo eles em ordem de frequência: BAP1, NF2, TTN, TP53, 
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MUC4, SETD2, LATS2, FAT4, CCDC168, PTCH1, SDK1, LAMA5, DST, KMT2A, CRIM1, USH2A, 

GSTTP1, VWF, NCOR1 e MUC5B  (Figura 24). Dentre os 20 genes destacados pelo TCGA, 11 

foram  encontrados  neste  trabalho  (por  ordem  de  número  de  alterações):  TTN,  MUC4, 

MUC5B,  SDK1, BAP1, NF2,  SETD2,  FAT4, CCDC168,  LAMA5 e VWF  (Figura 25). Entretanto, 

esperávamos encontrar alteração em BAP1 nos casos 1 e 2, de acordo com o resultado do 

ensaio de western blot  (Figura 19), porém o sequenciamento revelou que apenas o caso 2 

apresentou  uma  mutação  (BAP1  c.1730‐2A>G)  neste  gene  (Tabela  9).  A  partir  do 

sequenciamento, também foi possível encontrar 81 alterações gênicas inéditas, com possível 

potencial maligno, sugerindo novos alvos de estudos  futuros para melhor compreensão da 

tumorigênese do mesotelioma maligno. 
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6  CONCLUSÕES 
 

 

Este  trabalho  nos  possibilitou  caracterizar  e  definir  um  perfil  epidemiológico  de 

pacientes  portadores  de mesotelioma  pleural maligno  e mesotelioma  peritonial maligno. 

Foram  identificadas diferenças estatisticamente significativas entre as topografias pleural e 

peritonial em grande maioria das variáveis (sexo, ECOG, idade ao diagnóstico, exposição ao 

asbesto, estadiamento, tabagismo, histologia, tratamento cirúrgico e radioterápico, ausência 

de progressão e recidiva). 

A epidemiologia também apresenta alto índice de histórico familiar de câncer, e além 

disso,  apenas  16,3%  dos  pacientes  tiveram  exposição  ao  asbesto  reportada.  Ambas  as 

informações podem ser indicativos de predominância de síndrome hereditária. 

É  importante ressaltar que o maior viés deste estudo, assim como grande parte dos 

estudos retrospectivos, é a dificuldade de recuperar dados de prontuários, e a existência de 

dados  omissos,  assim  como  dados  epidemiológicos  autodeclarados,  que  pode  afetar  a 

confiabilidade deles. 

  A  partir  da  leitura  da  reação  de  IHQ  para  a  proteína  BAP‐1  no  TMA,  foi  possível 

encontrar uma relação entre perda de expressão de BAP‐1 com o tipo histológico epitelioide. 

Outra correlação já sugerida na literatura, e que podemos ver neste trabalho é entre a perda 

de expressão de BAP‐1 com maior  tempo de  sobrevida global, e a ausência de correlação 

entre a expressão de BAP‐1 e a topografia do tumor. 

Durante o período deste estudo foi possível imortalizar linhagens celulares humanas 

e PDX a partir de tecidos frescos viáveis coletados de pacientes com mesoteliomas malignos 

que  passaram  por  cirurgia  no A.C.Camargo  Cancer  Center. As  células  tumorais  cultivadas 

apresentam  preservação  de  marcadores  de  mesotelioma  como  citoqueratina  AE1/AE3, 

podoplanina e WT‐1; e ativação das vias PI3K/AKT/mTOR.  

As  alterações  gênicas  encontradas  em  nossas  amostras  corresponde  ao  que  se 

encontra  na maioria  dos mesotelioma malignos  segundo  a  literatura. As  alterações  novel 

identificadas  neste  trabalho  representa  uma  oportunidade  de  estudo  futuros  e  de 

conhecimento  mais  aprofundado,  o  que  pode  também  ajudar  a  determinar  novos 

candidatos a alvos moleculares.  
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A principal contribuição desta trabalho é a caracterização do perfil epidemiológico e 

da  via  de  sinalização  PI3K/AKT/mTOR  envolvidas  no mesotelioma maligno  na  população 

atendida  pelo  A.C.Camargo  Cancer  Center.  Desta  forma,  os  resultados  deste  trabalho 

permitirão realizar futuros ensaios funcionais in vivo e in vitro para elucidar os mecanismos 

envolvidos no processo tumoral do mesotelioma maligno. 
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Abstract  

 

Malignant mesotheliomas are rare cancers that affect mostly the pleura and 

peritoneum. They are associated with the exposure to asbestos, but due to a latency period 

of more than 30 years and a difficult diagnosis, most cases are identified in an advanced 

stage. Treatment options are very limited for this tumor type and survival ranges between 

12 and 36 months. This review discusses molecular mechanisms, latest indications for 

diagnosis and therapeutic options for this disease.  

 

1. Introduction 

Malignant mesotheliomas (MM) are uncommon cancers that are associated with 

occupational or environmental exposure to asbestos in 80% of cases [1]. The first MM 

reported case associated with asbestos was in 1967 in the USA, when an epidemic of MM 

in miners occurred and the relationship between asbestos exposure and the development 

of the disease was characterized. MM was extremely rare until the second half of the 20th 

century, nevertheless, its incidence has been increasing. This continuous increase in the 

incidence of MM has been associated to the indiscriminate use of asbestos in the last 
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century [2]. The real extent of the global epidemic of MM is unknown. Nowadays, the 

greatest burden of asbestos use is concentrated in most countries from BRICS (Brazil, 

Russia, India and China)[3]. 

The pleura is the most common site of origin of MM (73-85%), followed by the 

peritoneum (7-18%) [4–6]. MM affects males (male to female ratio 5:1) predominantly, 

and risk increases with aging, being more prevalent in individuals older than 65 years 

[7,8]. 

 The highest incidence rates of MM are observed in the United Kingdom, 

Australia and New Zealand, and the lowest in Japan and countries from central Europe 

[9]. It has been estimated there will be around 94,000 cases of MPM and 15,000 cases of 

malignant peritoneal mesothelioma diagnosed from 2005 to 2050 in the USA [10]. 

Germline mutations in cancer predisposition genes are reported in approximately 

12% of MPM patients, being more common among younger patients, females, patients 

without no or minimal exposure to asbestos and those with familial history of cancer or 

with secondary malignancies (melanoma, mesothelioma, breast cancer). BAP1 is the most 

frequent gene mutated in this scenario, accounting for 3-7% of cases [11–13]. 

 

2. The role of asbestos in mesothelioma’s pathogenesis 

Asbestos is the generic name of six variants of fibrous minerals found in magmatic 

and metamorphic rocks: chrysotile (serpentine – white asbestos); amosite and actinolite 

(amphiboles – brown asbestos); and anthophyllite, crocidolite e tremolite (blue 

asbestos)[11]. The association between exposure to amphiboles and MM of the pleura 

(MPM) is well described, particularly, crocidolite is regarded the most oncogenic variant. 

It is believed that the thinner and longer the fibers are (specially, those ≥8,0μm long and 

≤0,25μm wide) more hazardous they become, because they have longer persistence in the 

pleura, penetrating the lungs, causing repeated tissue damage and repair, and local 

inflammation[14]. The exposure to asbestos and other fibrous minerals can cause 

asbestosis, lung cancer, benign pleuritis, pleural plaques and MPM [15,16]. On the other 

hand, asbestos exposure is much weakely linked to peritoneal MM, where 33–50% of 

patients report prior exposure to asbestos and time and duration of exposure do not 

directly correlate with disease development [9]. 



Although the association between exposure to asbestos and the mesothelioma 

pathogenesis is broadly accepted, there is no unifying hypothesis to explain how this take 

place. Nonetheless, it is not known why only a small fraction of the individuals exposed 

to asbestos develop MM (only 2% to 10%). On the other hand, up to 80% of MPM 

patients have had a previous exposure to asbestos [14] (Figure 1). 

Mesothelial cells (MC) are very susceptible to the cytotoxicity of asbestos and 

many pathogenic events can contribute to the carcinogenesis during the long latency 

period between the exposure to asbestos and tumor development [17].  MC can suffer 

several cellular alterations due to asbestos exposure, such as DNA damage, cell cycle 

inhibition and apoptosis [18–21]. On the other hand, MC can also initiate the production 

of inflammatory mediators [22].  

The mechanisms by which inflammatory processes impact the development of 

MM are still not completely understood, however, there is a growing body of evidence 

suggesting a relationship between local and systemic inflammatory response and patient 

prognosis  [23]. The presence of an intense and persistent systemic inflammatory reaction, 

characterized by leucocyte migration and cytokine secretion promotes malignant 

transformation of the mesothelial cell [24,25]. Malignant cells attract myeloid derived 

stem cells (MDSCs), tumor associated macrophages (TAMs) and regulatory lymphocytes 

(Treg cells). These cells potentiate tumor development, favoring immune escape, tumor 

associated fibroblasts and angiogenesis [26,27]. Thus, it is believed that part of the 

pathogenetic mechanism of asbestos fibers is that their retention in the pleura for long 

periods, triggers repeated cycles of lesion/repair at the inflammation site [28–30]. In fact, 

the presence of inflammatory cells on the tumor is a prognostic factor [23,31–34] (Figure 

1). 

Tumor necrosis factor-alpha (TNFA) and nuclear factor-kB (NF-kB) signaling 

were also involved in MC response to asbestos. Crocidolite causes the accumulation of 

macrophages in the pleura and lung, and these macrophages release TNFA. Crocidolite 

also induces MC to express the TNFA receptor, TNF-R1, as well as to secrete TNFA 

(thus causing paracrine and autocrine responses) [35]. The activation of the NF-kB 

pathway by TNFA allows MC with asbestos-induced DNA damage to eventually evolve 

into MM. In fact, asbestos causes breaks in the DNA strand mediated by free radicals 

whose production is catalyzed by iron. In addition, by causing the release of reactive 

oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) asbestos fibers can indirectly 

induce genotoxicity that may lead to a wide spectrum of mutations [36] (Figure 1). 



 

 

Figure 1. Molecular mechanisms associated with malignant mesothelioma pathogenesis. 

Inhaled asbestos fibers transverse terminal airways and lodge themselves in the pleural space. 

Macrophages try to phagocytize these fibers without effect and in doing that they release reactive 

oxygen species and reactive nitrogen species, which may promote genotoxic damage, and recruit 

other inflammatory and immune cells. Repeated DNA damage by ROS and RNS may lead to the 

accumulation of oncogenic mutations in the mesothelial cells. The genes most frequently mutated 

in mesothelioma and that may be associated with malignant transformation of mesothelial cells 

are involved with DNA repair, the Hippo pathway, cell cycle control, DNA methylation and the 

mTOR pathway. Germ line mutations in genes associated with DNA repair (BAP1, BRCA1, 

CHECK2, etc) are found in 12% of mesothelioma patients and are associated with earlier disease 

onset and good prognosis. In parallel, the inflammatory mediators released in the 

microenvironment may promote cell survival (inhibiting apoptotic signals) and stimulate 

mesothelial cell proliferation (even in the presence of DNA damage), activate fibroblast to 

produce extracellular matrix proteins, and promote neoagiogenesis. These modifications favor 

tumor growth and create an immunossupressive milieu. Mø-macrophages; ROS-reactive oxygen 

species; RNS-reactive nitrogen species; NGF-neurotrophic growth factor; VEGF-vascular 

endothelial growth factor. Created with BioRender.com.  



3. MPM Clinical presentation, diagnosis and classification  

 

The latency period between the initial asbestos exposure and mesothelioma 

diagnosis is about 30 years. Diagnosis is difficult, as there are no imaging methods or 

blood markers to identify this disease at an early stage [37]. After the diagnosis patients 

with localized disease survive between 12 and 36 months, and patients with advanced 

disease, between 8 and 14 months. Most newly diagnosed patients have advanced disease 

and the first-line treatment extends the survival time by an average of about 3 months 

[8,38]. 

The most frequent clinical manifestation of MPM is progressive dyspnea, usually 

secondary to the formation of pleural effusion, associated or not with non-pleuritic chest 

pain caused by the invasion of the chest wall. Non-productive cough, fever, asthenia, 

hypoxia, weight loss or night sweats may also be present. The disease is generally 

unilateral (95%) and predominantly located in the right hemithorax (60%). The symptoms 

commonly manifest insidiously, determining a long time from initial presentation to 

diagnosis, about 3 to 6 months, ultimately leading to diagnosis in a more advanced stage 

[11,38]. 

The diagnosis depends on the integration of clinical presentation, imaging and 

pathology. Notably, pleural effusion can be observed in up to 95% of cases on physical 

examination or chest X-ray, however, as the disease progresses, its volume reduces. The 

presence of chest pain or a palpable mass indicates invasion of the chest wall and, 

therefore, surgical unresectability. Chest tomography, as well as thoracic nuclear 

magnetic resonance, may allow the visualization of pleural effusion, assess the size of 

hilar and mediastinal lymph nodes as well as the presence of pleural masses, with 

magnetic resonance imaging being a more sensitive method and, thus, a method to be 

considered in potentially resectable cases [38]. PET-CT, in turn, is useful in detecting 

lymph node involvement, contralateral thoracic involvement and distant metastases 

[11,39]. 

Pleural fluid cytology allows MPM diagnosis in up to 1/3 of cases of pleural 

mesotheliomas. Blind pleural biopsy increases this accuracy; however, computed 

tomography-guided pleural biopsy is more sensitive, capable of establishing the diagnosis 

in approximately 87% of cases [38]. The use of video-assisted thoracoscopy is the ideal 

diagnostic method and has an accuracy greater than 95% [40].  



The histopathological diagnosis of mesothelial lesions presents considerable 

challenges that include differentiation of malignant lesions from benign tumors and 

reactive mesothelial hyperplasia or reactive fibrous pleuritis. This is complicated by the 

fact that MPM morphological patterns can simulate a variety of epithelial and non‐

epithelial malignancies, such as lung adenocarcinoma [38,41]. Immunohistochemistry 

(IHC) is paramount to separate these pathological entities one from another [42]  

However, no single IHC marker is sufficiently sensitive or specific to identify 

MPM, thus the use of panels consisting of at least two carcinoma markers (e.g., pCEA, 

TTF-1, among others) and two mesothelial markers (i.e., WT1, calretinin, CK5/6, D2-40) 

are recommended [43]. Recently loss of BAP1 expression by IHC, homozygous deletion 

of CDKN2A (p16) by FISH and the expression methylthioadenosine phosphorylase 

(MTAP) by IHC were added as markers to differentiate non- neoplastic and neoplastic 

cells when the mesothelial proliferation is limited to the serosal surface [42].  

The 2015 WHO classification divides MM into epithelioid (36 - 53%), biphasic 

(11 - 19%) and sarcomatoid subtypes (12 - 27%), recognizing desmoplastic features in 

the sarcomatoid subtype. In some cases, classification can be difficult, due to the presence 

of mixed populations [44,45]. In addition to the three histological types of MM, there are 

several unusual and rare subtypes with the potential for misdiagnosis, such as 

desmoplastic sarcomatoid, small cell and lymphohistiocytoid MM (susceptible of 

differential diagnosis error with Hodgkin's or non-Hodgkin's lymphoma) [46–48]. 

Patients with sarcomatoid and biphasic tumors have significantly worse survival when 

compared to patients with epithelioid mesothelioma [49]. 

 

4. Molecular pathways of MM 

4.1 Genomic Alterations 

 

The understanding of the molecular mechanisms associated with the development 

of MM (Table 1) began with conventional cytogenetic analyses and comparative genomic 

hybridization (CGH) analyses that have shown numeric alterations in all chromosomes, 

with losses being more common than gains [50,51]. These studies have revealed a 

complex,  pattern of chromosomal aberrations in MPM and suggest that gene copy 

number alterations (CNA) are a major mechanism of carcinogenesis in this disease [52]. 



Several sites of chromosomal losses were observed in 1p, 3p, 4, 6q, 9p, 11q, 13q, 14q, 

15q, 17p, 18q, and 22q [51–54], suggesting the involvement of tumor suppressor genes 

in the deleted regions. Although less common, chromosomal gains of 5p, 7p, 8q, 12p, 17q 

and 18q have also been documented [55].  

Frequently deleted loci include the tumor suppressors CDKN2A (cyclin-

dependent kinase inhibitor 2A) [56], located at 9p21.3, NF2 (neurofibromin 2) [57,58] at 

22q12, BAP1(BRCA1-associated protein-1), located at 3p21.3 [59,60] and TP53 at 

17p13. CDKN2A, which codes for p16-INK4 and ARF is the tumor suppressor gene most 

frequently inactivated in MM, with an incidence of homozygotic deletion of 50% 

[56,61,62]. Loss of CDKN2A is associated with non-epithelial histology [63] and worse 

patient survival [53,64,65]. NF2 codes for the protein Merlin [58], a transcriptional co-

activator associated with ubiquitin ligase complexes and the Hippo pathway [66,67].  

Approximately 20%-40% of  MM have deletions or mutations in BAP1 [59,61,68] 

and germline mutations increase the risk of mesothelioma development[60]. In mice 

models, the inactivation of only one BAP1 allele increases asbestos tumorigenicity [60]. 

In approximately 8% of MM cases, there are TP53 mutations. Although this incidence is 

much smaller than observed in other tumor types[61], it is important to highlight that 

CDKN2A, which codes for ARF and reduces MDM2 expression, is frequently lost. Thus, 

upon CDKN2A deletion there is an increase in MDM2 expression that triggers p53 

ubiquitination and degradation [69,70]. Thus, the decreased p53 expression due to 

CDKN2A deletion has a phenotype similar to TP53 mutation. In fact, animal models 

heterozygous for p53 develop MM faster when exposed to asbestos [71].  

No oncogene has been identified in MM to date, suggesting that MM is a 

malignancy resulting from inhibition of cellular mechanisms of tumor suppression rather 

than transformation by activation of oncogenes [72].  

The advance of next generation sequencing allowed for several groups to provides 

a comprehensive analysis of molecular alterations in MM, that not only confirmed the 

previously found CNA but also revealed that the same genes also present frequent point 

mutations [73–75]. 

Bueno et al. (2016) published an analysis of 95 human tumors that confirmed 

previous findings of alterations in tumor suppressor genes CNAs (eg, BAP1, NF2, 

CDKN2B, and TP53). In addition, newly identified mutations were described in genes 

including histone modifiers, such as SETD2, SETDB1, and SETD5, RNA helicase family 



members DDX3X and DDX51, a target of mTOR negative regulation ULK2, and a 

calcium channel component RYR2 [61].  

In a second landmark study using a cohort of 74 MM, the TCGA report the 

deletion of CDKN2A and NF2 loss by deletion or mutation. CDKN2A deletions often 

encompass MTAP, which encodes methylthioadenosine phosphorylase, whose deficiency 

has recently been reported to lead to reduced PRMT5 enzymatic activity and heightened 

sensitivity to its pharmacologic inhibition [76]. Loss of CDKN2A was strongly associated 

with shorter overall survival and non-epithelioid histology [53,63–65].  

Other confirmatory work in a cohort of 42 patients [77] and a large cohort of 266 

cases used for targeted sequencing of the major MPM mutated genes (BAP1, NF2, TP53, 

SETD2, LATS2, and the TERT promoter, among others). Molecular classification in 

epithelioid and sarcomatoid groups were suggested and BAP1 alterations were 

preferentially founds in the epithelioid group, while alterations in tp53 and LATS2 were 

mostly present in the sarcomatoid type [78].  

In addition to the very consistent alterations in tumor suppressor genes, rarer 

genetic alterations were described. For example, activating mutations in the canonical 

MAPK or PI3K/AKT signaling pathways were reported in two cohorts [79,80], but were 

not were identified in the TCGA cohort [76]. A recurrent novel amplification of RASSF7 

was observed in a series of 121 patients, and together with alterations in other genes from 

the Hippo pathway (NF2, LATS1 and LATS2), suggest a significant contribution of this 

pathway to the tumorigenic processes [81]. 

Data on malignant peritoneal MM are fewer than for MPM. Both pleural and 

peritoneal MM exhibits deletions or losses in CDKN2A, NF2 and BAP1 and recurrent 

mutations in SETD2 and DDX3X [82]. However, the prevalence of the homozygous 

deletion of CDKN2A and hemizigote loss of NF2 in peritoneal MM is lower than those 

reported in pleural MM [83]. Regions of copy number gain were more common in 

peritoneal MM, whereas losses were more common in pleural MM[84]. More recently 

Anaplastic lymphoma kinase (ALK) expression was detected by IHC in a fraction of 

peritoneal MM, with ALK rearrangements identified with novel fusion partners 

ATG16L1, STRN, and TPM1[85], opening a new treatment perspective for MM [86].  

 

D 

4.2 BAP1 

 



Although the risk for developing mesothelioma is much higher among workers in 

the asbestos industry [87], not all exposed workers develop the disease. This led to a 

search for genetic factors predisposing to mesothelioma, particularly in families with 

several affected individuals [88]. Thus, the BAP1 gene was identified, whose germline 

mutations are currently linked to a syndrome of high incidence of malignant 

mesothelioma. The syndrome also predisposes to other rare tumors, such as familial 

melanoma, uveal melanoma, cholangiocarcinoma and clear cell renal carcinoma  [60,89].  

Despite the high relevance of germline mutations in the BAP1 gene to the 

increased risk of developing hereditary mesothelioma and other tumors of the syndrome, 

a significant portion of families with multiple cases of mesothelioma do not have 

mutations in this gene, suggesting that other genes may have a role in the predisposition 

to these tumors [90,91]. In this sense, a recent study evaluated 94 hereditary cancer 

predisposition genes in 93 mesothelioma patients and detected probably pathogenic 

mutations in 10% of cases, with an enrichment of mutations in genes of the homologous 

recombination pathway. Interestingly, patients with mutations in these genes had a lower 

rate of exposure to asbestos than patients without mutations, indicating that even a low 

rate of exposure was sufficient to induce tumorigenesis [91]. 

BAP1 is an enzyme of the c-terminal hydrolases family with pleiotropic activities, 

found in DNA repair complexes associated with BRCA1 and acting as a de-ubiquitinase 

[92–94] BAP1 expression is associated with reduced tumor growth in several 

experimental models and it interacts with regulatory proteins of the cell cycle [92]. In 

addition, BAP1 forms several nuclear complexes capable of regulating gene transcription. 

Thus, it is expected that BAP1 influences a wide range of cellular functions, such as 

chromatin remodeling, cell cycle progression, cell differentiation and DNA repair. It is 

known that the BAP-1 protein also plays an important role as apoptosis inhibitor caused 

by metabolic stress [95].  

Approximately 60% of malignant mesotheliomas were described to have deletions 

or mutations in BAP1 [59,61,68,76,79,96,97] with nearly 85% of peritoneal tumors 

harboring BAP1 alterations versus only 20-30% of pleural tumors [82]. BAP1 is also 

recurrently inactivated in clear cell renal carcinoma, uveal melanoma, and 

cholangiocarcinoma [98].  Most of the mutations in BAP1 are frameshift or missense, 

which leads to loss of protein expression [59,61,68]. Accordingly, the loss of expression 

of BAP1 protein can be identified by immunostaining of the tumor tissue, observed in 

approximately 60% of cases [97].  



 

4.3 Gene expression profile 

 

Genetic alterations leading to phenotypic disfunctions will generate altered gene 

expression profiles whose knowledge may improve our understanding of molecular 

pathways relevant for the disease. Early work using gene expression patterns in MM 

suggested the existence of two relevant molecular subtypes that associated with 

histological classification: epithelioid and sarcomatoid [99–101]. Interestingly, genes 

associated with epithelioid-mesenchymal transition (EMT) were enriched in the 

sarcomatoid group, indicating a more mesenchymal phenotype [101]. Further work 

suggested that 4 subtypes could be separated associated with the spectrum from 

epithelioid to sarcomatoid histology and further confirming differential expression of 

EMT genes [61,76]. This was also confirmed by a reanalysis of the data demonstrating 

that the molecular groups represent a continuum, or histo-molecular gradient, where 

tumors could be decomposed in a combination of epithelioid-like (E-score) and 

sarcomatoid-like (S-score) signatures whose proportions are associated with the 

prognosis [102]



5. MPM treatment 

 

Established prognostic indicators, such as the histological subtype, age and sex, 

may provide some information on predicting patient survival, however, there are few 

definitive and specific prognostic indicators routinely used to predict likely outcomes in 

individual patients. The European Organization for Research and Treatment of Cancer 

(EORTC) proposes that poor performance status, leukocytosis, sarcomatoid type and 

male gender are associated with worse prognosis [103]. Meanwhile, the CALGB score 

includes age>75 years, non-epithelioid histology, LDH>500UI/L, pleural involvement, 

platelets>400,000/mm3, chest pain and poor PS as deleterious prognostic factors [104]. 

Other prognostic indices also include weight loss, hemoglobin and serum albumin levels 

[105] and WBC [106]. 

In addition to its involvement in the pathogenesis, systemic inflammation 

associate with overall survival and response to treatment. Prognostic factors based on the 

inflammatory response, which include the combination of serum C-reactive protein and 

albumin, a combination of neutrophil and lymphocyte count (for example, the neutrophil-

lymphocyte ratio, NLR) and a combination of platelet and lymphocytes count are 

associated with survival in patients with various types of cancer, including MPM [34].  

 

5.1 Surgery 

Regarding the treatment of MPM, in the context of resectable disease, it is based 

on trimodal therapy: surgery, chemotherapy (neoadjuvant and/or adjuvant) and radiation 

therapy (in high doses in the ipsilateral hemithorax), especially in patients without lymph 

node involvement [107]. 

The prognosis remains reserved since the majority of patients present unresectable 

disease at diagnosis or are considered inoperable due to age, performance status or 

comorbidities. Importantly, patients eligible for surgery should be submitted to EBUS 

(endobronchial ultrasonography) or mediastinoscopy, since mediastinal lymph node 

dissemination is a dismal prognostic factor in MPM [11]. 

For resectable tumors, the three most used surgical procedures in the treatment of 

mesothelioma are: thoracoscopy with pleurodesis, pleurectomy/decortication and 

extrapleural pneumonectomy [38]. 



Pleurectomy/decortication is the therapeutic surgical option aimed at reducing the 

tumor burden. This procedure is performed through an open thoracotomy and consists of 

the removal of the parietal pleura, including the portion on the mediastinum, the 

pericardium and the diaphragm (often requiring the removal of part of the diaphragm) 

and removal of the visceral pleura to decorticate the lung. This treatment provides 

palliation of local symptoms and prevents recurrence of pleural effusion, but there is 

usually a high rate of locoregional (80% to 90%) or distance recurrence (10 to 36%), and 

is not considered a procedure with curative potential [38]. 

Extrapleural pneumonectomy (EPP) is considered a more aggressive technique 

because it involves the “en bloc” removal of tissues in the hemithorax, including visceral 

and parietal pleura, affected lung, mediastinal lymph nodes, diaphragm and pericardium. 

It is not usually considered for patients with limiting comorbidities, low performance 

status, involvement of mediastinal lymph nodes or sarcomatoid histology due to its 

morbidity and mortality and the more reserved prognosis in these patients [108].  

Pleurodesis is a procedure to relieve the accumulation of fluid in the pleural space. 

It involves draining the fluid by thoracoscopy under general anesthesia or sedation, or by 

inserting a thoracic tube by thoracostomy. After removing the fluid, sclerosing chemicals 

are introduced into the pleural cavity to prevent the fluid from accumulating again [109]. 

The comparison between extrapleural pneumonectomy or 

pleurectomy/decortication in 663 patients was evaluated and significant differences in 

survival were observed, with a 1.4x higher risk of death for extrapleural pneumonectomy 

(p=0.001), controlling for stage, histology, gender and multimodal therapy [110]. In 

another  

randomized controlled study, patients received platinum-based neoadjuvant 

chemotherapy were randomly assigned to perform extrapleural pneumonectomy or not. 

No survival or quality of life advantage was observed between groups [111].  

 

5.3 Radiotherapy 

The main current indications for radiotherapy in MPM are: hemithorax 

radiotherapy performed before or after extrapleural pneumonectomy; prophylactic 

radiotherapy administered to the surgical tract; hemithorax radiotherapy performed after 

decortication/pleurectomy, and palliative radiotherapy to relieve local symptoms [112]. 

Radical hemithoracic radiotherapy (RHR) can be performed after extrapleural 

pneumonectomy in the intent to increase local control, despite that, it is associated with 



failure rates in the irradiated field ranging from 15% to 35% [113]. Several treatment 

guidelines recommend RHR, such as the NCCN (National Comprehensive Cancer 

Center), although there is still some debate around this topic.  

The SAKK 17/04 study [114], a phase II prospective study, assessed the role of 

adjuvant RHR after platin-based neoadjuvant chemotherapy followed by extrapleural 

pneumonectomy. Patients were randomized to radiotherapy vs observation. There was no 

significant difference between the groups. More recently, a phase III trial compared RHR 

versus palliative radiotherapy after non-radical lung sparing and chemotherapy and 

demonstrated improved OS in the arm treated with RHR (2-year OS 58% x 28%; HR 

0.58, 95CI 0.31-0,95, p=0.031), at the expense of more grade 3/4 acute toxicity [115]. 

The rationale supporting the use of neoadjuvant hemithoracic radiotherapy prior 

to extrapleural pneumectomy came from the observation that there was frequent spread 

of the tumor to the contralateral lung and to the peritoneum, which could be related to the 

surgical procedure. The SMART (Surgery for Mesothelioma After Radiation Therapy) 

strategy [116] was developed in order to achieve lower rates of dissemination related to 

the surgical procedure. The authors observed a median overall survival of 51 months and 

a median disease-free survival of 47 months for epithelioid pleural mesothelioma which 

suggested there might some benefit of this strategy in this group of patients. 

After the release of controversial data from the MARS-1 study, the use of 

extrapleural pneumectomy has declined in recent years in favor of lung preservation 

techniques such as pleurectomy and lung decortication. The IMPRINT study, a 

prospective phase II study, demonstrated the safety of performing intensity modulated 

radiotherapy to the hemithorax concurrently with chemotherapy in patients who had 

undergone pleurectomy and lung decortication [117]. 

In the palliative context, radiotherapy can be used to control a series of symptoms 

in which drug treatment is sometimes insufficient, such as chest pain related to chest wall 

invasion, hemoptysis, cough or dyspnea as well as prevention of spinal cord compression  

[118]. 

 

5.3 Systemic treatment 

Systemic chemotherapy is the treatment of choice in the context of unresectable 

disease as well as for those patients considered ineligible or who wish non-surgical 

treatment[9]. In the first-line chemotherapy, regimens containing platinum, have higher 

response rates when compared to schemes without platinum [119]. Pemetrexed-based 



regimens are currently the first-line systemic chemotherapy option in most institutions, 

although there is no consensus on which complementary agent or agents should be used 

to supplement pemetrexed [9]. The substitution of cisplatin for carboplatin showed ORR 

around 25-29%, but with a better toxicity profile and similar OS [120]. 

The addition of bevacizumab to cisplatin and pemetrexed in first line showed 

improved OS (18.8 months vs 16.1 months) and progression-free survival (PFS) (9.2 

months vs 7.3 months) in a recent phase III study (MAPS) when compared with cisplatin 

and pemetrexed [121]. However, the use of anti-angiogenic drugs in combination with 

chemotherapy is not widely accepted due to the fact that other trials testing angiokinase 

inhibitors like cediranib and nintedanib (LUME-Meso trial) were not effective 

[5,122,123]. In spite of that, ramucirumab, an anti-VEGFR-2 antibody, was combined 

with gemcitabine and compared with gemcitabine as single agent in second line for MPM 

not previously exposed to anti-angiogenic drugs in a randomized phase II trial (RAMES 

trial). The combination doubled the median OS (7.5 x 13.8 months) and the median PFS 

(3.3 x 6.2 months), although no difference in ORR have been observed [124]. 

The use of immune checkpoint inhibitors has revolutionized the treatment of 

several types of tumors in recent years [23]. Immunotherapy is a treatment modality that 

directs the patient's immune system to eliminate tumor cells. Examples of 

immunotherapeutic approaches under investigation include inhibitors of T cell immune 

checkpoints or agonists of T cell activation pathways, the use of cytokines such as IL-12 

and IL-15, therapeutic vaccines, elimination of immunosuppressive cells and modulation 

of other components of the immune response [125]. 

The CTLA4 is a T cell receptor that plays a key role in preventing T cell 

hyperactivation [126]. CTLA4 signaling decreases T cell activation and the ability of 

memory T cells to support an immune response [127]. Greater inhibition of tumor growth 

was observed when anti-CTLA4 monoclonal antibody was administered between cycles 

of cisplatin in mesothelioma murine models [128]. In addition, CTLA4 blockade 

alternated with cisplatin treatment inhibited tumor cell proliferation, while the number of 

T lymphocytes infiltrating the tumor increased. Despite these findings, DETERMINE, a 

multicenter, randomized, placebo-controlled phase IIB study, failed to demonstrate any 

improvement in OS with the use of tremelimumab (an anti-CTLA4 antibody), when 

compared to a placebo, in patients with mesothelioma in the second and third-lines of 

treatment [129]. 



PD1 is also an immune checkpoint and has two ligands: PD-L1 and PD-L2. 

Overexpression of the PD1 receptor plays a key role in the exhaustion of T cells and is 

an important factor during the normal immune response to prevent the occurrence of 

autoimmunity [130]. PD-L1 is highly expressed in MPM [131]. Positive PD-L1 

expression was reported in 40% of 106 mesothelioma samples, 21% in the epithelioid 

subtype, 94% in the sarcomatoid subtype and 57% in the biphasic subtype [132]. Some 

studies reported worse survival rates in cases of MM with tumor PD-L1 expression 

[133,134], while others reported no significant difference in survival between cases of 

MM with and without PD-L1 expression [135]. 

Various phase II studies evaluated the activity of anti-PD1 antibodies as second 

line therapy for pleural mesothelioma and reported ORR ranging from 9,4% to 29% and 

median PFS from 2.6 to 6.2 months (Table 3). Recently, though, a phase III study, 

PROMISE-meso, included 144 patients and randomized them to receive pembrolizumab 

or chemotherapy (gemcitabine or vinorelbine) and showed no significant difference in 

PFS (primary endpoint) or OS, but there was an increase in the response rate in patients 

treated with pembrolizumab when compared to chemotherapy (22% x 6%). No 

association with PD-L1 expression was observed [136]. 

A French multicenter, randomized, phase II, study (MAPS-2) compared the use 

of nivolumab (anti-PD-1) versus nivolumab in combination with ipilimumab (anti-

CTLA4) in patients who failed first and/or second line therapy. The 12-week disease 

control rate was 44% in the nivolumab group and 50% in the combination group. High 

expression of PD-L1 was associated with a higher response rate [5]. Other single arm, 

phase II trials, showed similar results in second line (Table 2). 

In the wake of these promising results, the study CheckMate 743, a randomized 

phase III trial, compared the combination of ipilimumab and nivolumab (IO+IO) with 

cisplatin/carboplatin plus pemetrexed as first line treatment for usresectable MPM. The 

study showed longer OS in the group of patients treated with IO+IO (18.1 x 14.1 meses; 

HR 0.74 95%CI 0.6-0.91; p=0.002). OS at 2 years was 41% and 27%, respectively, for 

IO and chemotherapy. Both histologies benefited of treatment with IO+IO, albeit the 

relative improvement among patients with non-epithelioid tumors have been larger 

benefit. This established the combination of ipilimumab and nivolumab as the new 

standard treatment in first line for metastatic or unresectable MPM. 

More recently, two single-arm phase 2 studies investigated the role of durvalumab 

associated with standard chemotherapy based on platinum and pemetrexed in the first-



line treatment for MPM. The first study (PrECOG 0505) demonstrated a median OS of 

20.4 months [137]. The OS at 12 months was 70.4% and at 24 months, 44.2%. The second 

study (DREAM) showed a median OS of 18.4 months, median PFS of 6.7 months and an 

ORR of 48% [138]. In view of the promising data presented, a phase III study will start 

recruiting shortly.  

This serious disease still represents an unmet medical need and lacks prospective 

and randomized studies to better understand its pathophysiology as well as to provide 

more effective treatments to patients. There are several ongoing clinical trials for MPM 

and the future probable will bring new hope for these patients (Table 3). 
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Table 1. Genomic alterations associated with malignant mesothelioma. 

Ref Number of cases/samples Techniques used  Main findings 

[56] 40 cell lines and 23 primary tumors 
Southern Blot and Targeted Seq 

of p16 
Homozygous deletions on p16-INK in 85% both cell lines and 23% of tumors 

[62] 50 primary tumors FISH for p15 and p16. Co-deletion of p15 and p16 in 72% of cases. 

[58] 14 cell lines and 10 primary tumors SSCP and Southern Blot for NF2 NF2 mutations in 41% of cases. 

[57] 15 cell lines and 7 primary tumors SSCP; Targeted Seq for NF2 NF2 mutations in 53% of cases. 

[139]  34 primary tumors CGH array; Southern Blot. loss in 4q, 6q and 14q and gain in 15q and 7p 

[140]   12 cell lines PCR; FISH Chromosome 9 deletion including CDKN2A but not CDKN2B. 

[141] 17 primary tumors and 9 cell lines 
CGH array; Southern Blot; 

Targeted Seq of NF2;  

Gains in 1q, 5p, 7p, 8q24 and 20p; Loss in 1p36.33, 1p36.1, 1p21.3, 3p21.3, 4q22, 

6q25, 9p21.3, 10p, 13q33.2, 14q32.13, 18q and 22q. 

[53] 22 primary tumors CNA array 
Deletions in 22q12.2, 19q13.32 and 17p13.1 in 55-74% and gain in 5p, 18q, 8q 

and 17q in 23-55% of cases. 

[54] 22 cell lines CNA array 
deletions of CDKN2A/ARF and CDKN2B, 1p36, 1p22, 3p21-22, 4q13-34, 

11q23, 13q12-13, 14q32, 15q15, 18q12 and 22q12 in 55–90% 

[142] 40 primary tumors 9p21 FISH 9p21 deletion in 35 of 40 cases (88%) 

[59] 53 primary tumors CGH array, FISH; Targeted Seq.  Deletions at 9p21, 22q and 3p21. Mutations in BAP1, NF2, LATS1 

[96] 23 primary tumors Targeted Seq of BAP1 biallelic BAP1 gene alterations in 14 of 23 MMs (61%) 

[75] 22 primary tumors  Whole-exome Seq Major changes in copy numbers: BAP1, NF2, CDKN2A, CUL1. 

[79] 123 primary tumors Targeted NGS of 52 genes 
Alterations in p53/DNA repair (TP53, SMACB1, and BAP1) and PI3K–AKT 

pathways (PDGFRA, KIT, KDR, HRAS, PIK3CA, STK11, and NF2).  

[97] 22 primary tumors 
Targeted BAP1 Sanger Seq.; 

MLPA 
alteration of BAP1 in 63.6% of cases 

[84] 48 peritoneal and 41 pleural tumors CNA array 
Loss in BAP1, CDKN2A and NF2 in both tumor sites. Copy number gain were 

more common in peritoneum, loss were more common in pleura 

[77] 42 primary tumors Targeted NGS of 236 genes Alterations in BAP1 (47,6%), NF2 (38,1%) and CDKN2A/B (35,7%). 

[143] 78 primary tumors Targeted Seq of SETDB1  Mutations in 7 patients 

[144] 11 primary tumors Targeted NGS of 236 mutations 
Mutations in 86% of pleural and 50% of peritoneal cases. Most mutated genes 

were BAP1 (36%), CDKNA2A/B (27%) and NF2 (27%). 

[145] 

 
33 peritoneal primary tumors CGH array 

Genomic pattern similar to pleural mesothelioma: loss of 3p21, 9p21, and 22q12. 

novel CNA included 15q26.2 and 8p11.22 



[61] 216 primary tumors 
Whole Exome Seq, Targeted 

NGS 

BAP1, NF2, TP53, SETD2, DDX3X, ULK2, RYR2, CFAP45, SETDB1 and 

DDX51 significantly mutated genes. Gene fusion and splice alterations in NF2, 

BAP1 and SETD2. Alterations in Hippo, mTOR, histone methylation, RNA 

helicase and p53 signaling pathways. 

[68] 33 primary tumors 
CGH array for the 3p21 region; 

Targeted NGS of 4 genes 

biallelic gene inactivation in SETD2 (9 of 33, 27%), BAP1 (16 of 33, 48%), 

PBRM1 (5 of 33, 15%), and SMARCC1 (2 of 33, 6%) 

[146] 25 primary tumors FISH  Identification of a EWSR1/FUS-ATF1 gene fusion in 4 cases  

[85] 88 peritoneal primary tumors FISH; Targeted NGS for ALK ALK rearrangements in 3 cases with ATG16L1, STRN, and TPM1 

[9] 

 

13 peritoneal primary tumors 

 
Targeted NGS of 510 genes; 

Bi-allelic inactivation of BAP1 (9/13 cases), mutation in NF2 (3/13); SETD2 

(2/13) e DDX3X (2/13). 

[76] 74 primary tumors Whole Exome Seq.; CNA array  

Inactivating alterations by mutation and CNA in: BAP1, CDKN2A, NF2, TP53, 

LATS2, and SETD2. Novel molecular subtype (3% of cases) genomic near-

haploidization and TP53 and SETDB1 mutations 

[147] 
239 genomic DNA from MM 

patients 
Targeted NGS of 73 genes 

12% of cases had germline mutations: 16 in BAP1 and 12 distributed among 

CHEK2, PALB2, BRCA2, MLH1, POT1, TP53, and MRE11A  

[81] 121 primary tumors CNA array, Whole Exome Seq.;  

CDKN2A deletion in 60% of tumours; BAP1 mutated or deleted in 54%; 

RASSF7 amplification in 33%; RB1 deleted or mutated in 26%; NF2 mutated in 

20%; TP53 mutated in 8%; SETD2 in 6%; DDX3X in 5% and LATS2 in 5%. 

[78] 266 primary tumors Targeted NGS 21 genes TERT promoter, NF2, and TP53 mutations associated w/ worse survival. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 2. Trials evaluating immunotherapy in second line for Malignant Pleural 

Mesothelioma.  

Trial Phase Arms N ORR 

(%) 

PFS 

median 

(months) 

OS 

median 

(months) 

PD-L1 expression 

DETERMINE II Tremelimumab 569 5 2.8 7.7 NE 

KEYNOTE-028 IB Pembrolizumab 25 20 5.4 18 All tumors were 

PD-L1+ 

Kindler et al. 

(2016) 

II Pembrolizumab 35 21 6.2 NR NA 

NivoMes II Nivolumab 34 24 2.6 11.8 Trend to higher 

ORR 

MERIT trial II Nivolumab 34 29 6.1 17.3 Improved PFS and 

OS 

JAVELIN IB Avelumab 53 9,4 4.3 NR Trend to improved 

PFS 

NIBIT-MESO-1 II Tremelimumab 

+ durvalumab 

40 25 5.7 16.6 Improved ORR, OS 

and PFS 

INITIATE II Nivolumab + 

ipilimumab 

36 29 6.2 NR Improved ORR 

MAPS2 II 

(rando

mized) 

Nivolumab + 

ipilimumab 

Nivolumab 

125 28 

9 

5.6 

4.0 

15.9 

11.9 

No association with 

OS or PFS 

PROMISE III Pembrolizumab 

Gemcitabine or 

Vinorelbine 

144 20   NA 

NE – not evaluated; NA – no association; NR – not reported. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 3. Ongoing phase III first line treatment trials for Malignant Pleural 

Mesothelioma. 

 

Title Primary ID ClinicalTrials.gov 

ID 

Phase III Randomized Trial of Pleurectomy/Decortication Plus 

Chemotherapy With or Without Adjuvant Hemithoracic Intensity-

Modulated Pleural Radiation Therapy (IMPRINT) for MPM. 

NRG-LU006 NCT04158141 

Randomized, Double-Blind, Phase 2/3 Study in Subjects With MPM to 

Assess ADI-PEG 20 With Pemetrexed and Cisplatin (ATOMIC-Meso 

Phase 2/3 Study). 

POLARIS2015-

003 

NCT02709512 

A Phase III, Randomized, Open Label Trial of Nivolumab in 

Combination With Ipilimumab Versus Pemetrexed With Cisplatin or 

Carboplatin as First Line Therapy in Unresectable MPM 

CA209-743 NCT02899299 

A Multicentre Randomised Phase III Trial Comparing Atezolizumab 

Plus Bevacizumab and Standard Chemotherapy Versus Bevacizumab 

and Standard Chemotherapy as First-line Treatment for Advanced 

MPM. 

ETOP 13-18 NCT03762018 

A Randomized, Open-Label Phase II/III Study With Dendritic Cells 

Loaded With Allogeneic Tumour Cell Lysate (PheraLys) in Subjects 

With Mesothelioma as Maintenance Treatment (MesoPher) After 

Chemotherapy. 

MM04 NCT03610360 

A Phase II/III Randomized Study of Pembrolizumab in Patients With 

Advanced MPM. 

IFCT-1901 NCT02784171 
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