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RESUMO

Diversos estudos buscam agregar métodos de diagnéstico e de terapéutica com o
intuito de diminuir a incidéncia e a morbimortalidade do cancer colorretal (CCR).
Novas tecnologias propostas para esse fim decorrem da analise do DNA fecal, terapias
voltadas para alvos moleculares especificos e determinacao de resposta terapéutica e
prognodstico com a anéalise genética. Este estudo procura revisar essas novas conquistas
e apresenta-las para que possam ser usadas de forma pratica e objetiva.

Palavras-chave: Neoplasias Colorretais/genética; Neoplasias Colorretais/diagnostico;
Neoplasias Colorretais/terapia; Testes Genéticos.

ABSTRACT

Several studies seek to enhance diagnosis and treatment of colorectal cancer (CRC) in order to
reduce its incidence and mortality. New technologies proposed include the analysis of fecal DNA,
therapies aimed at specific molecular targets and determination of therapeutic response and
prognosis with genetic analysis. This study aims to review these new achievements and present
them so that they can be used in a practical and objective way.

Key words: Colorectal Neoplasms/genetic; Colorectal Neoplasms/diagnosis; Colorectal
Neoplasms/therapy; Genetic Testing.

INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) figura entre as cinco primeiras causas de morte por
cancer, excluindo-se os tumores de pele nao melanoma.'? A forma esporadica re-
presenta 70% dos casos de cancer colorretal, sendo mais observado ap6s os 50 anos
de idade. As lesoes devidas ao acido nucleico (DNA) sao geralmente causados pela
interacao com o ambiente ou pelos efeitos do envelhecimento. O CCR hereditario
aparece em individuos que herdam uma alteracao em um gene supressor de tumor.
Em menos de 10% dos pacientes observa-se predisposicao hereditaria para o CCR.!

AS BASES GENETICAS DO CANCER COLORRETAL

Pode ocorrer espontaneamente mutacao em uma célula durante o seu cresci-
mento ou desenvolvimento e essa mutacao somatica pode resultar em prolifera-
cao de células contendo material genético alterado (mutado). A maioria dos genes
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mantém sua funcao, mesmo que um dos alelos seja
inativado. Para que haja perda da fungao génica e o
surgimento de um processo proliferativo, caracteri-
zando neoplasia, € preciso que ambos os alelos se-
jam inativados.

No caso do CCR esporadico, ambos os alelos de-
vem ser inativados por eventos genéticos fortuitos,
como mutagoes somaticas, delecoes ou hipermetila-
¢Oes. Sao necessarias, em geral, varias décadas para
que ambos os alelos dos genes envolvidos com o
mecanismo de tumorigénese sejam perdidos, o que
pode explicar a frequéncia de CCR esporadico ser
maior em pessoas com idade mais avanc¢ada.?

Os genes mutados nos diferentes tumores huma-
nos pertencem a trés diferentes classes: oncogenes,
genes supressores de tumor e genes de reparo de
DNA (MMR-DNA Mismatch Repair genes).?

GENES ENVOLVIDOS NO CANCER COLORRETAL

Oncogenes

Os protoncogenes sao genes que produzem as
proteinas que promovem crescimento e proliferacao
celular. As mutacoes que neles se verificam produ-
zem ganho de funcao e podem ser causadas pela mu-
tacao em apenas um dos alelos.!

Os principais oncogenes envolvidos no CCR sao
os genes da familia RAS composta de trés genes — K-
-RAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene
homolog), H-RAS (v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral
oncogene homolog) e N-RAS (neuroblastoma RAS
viral (v-ras) oncogene homolog), que codificam pe-
quenas proteinas (21 kDa) que se ligam a guanina tri-
fosfato (GTP). As proteinas RAS, também chamadas
de p21, estao localizadas na membrana celular.*®

Genes supressores de tumor

Os genes de supressao tumoral produzem protei-
nas que inibem a formagao do tumor pela regulacao
da atividade mitética, proporcionando controle ini-
bitério do ciclo celular. Ocorre proliferacao tumoral
quando esses controles inibitorios sao desregulados
pela mutacao. Os principais genes supressores de
tumor relacionados ao cancer colorretal sao o gene
APC e o gene p53.
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As mutacodes iniciais na sequéncia adenoma-carci-
noma acontecem no gene APC. A alteracao fenotipica
mais precoce é conhecida como “formacao de cripta
aberrante” e as aberracoes genéticas tipicas dessas cé-
lulas correspondem a formacao de proteinas anormal-
mente curtas, conhecidas como truncagens do APC
ou proteinas truncadas. A maioria das perturbacoes
clinicamente relevantes relacionadas ao gene APC sao
mutagoes de truncagem criadas pela transcricao ina-
propriada de cédons de terminagao prematura.’®

As mutacdes no gene p53 (tumor protein p53) loca-
lizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13) sao
identificadas em 50% ou mais dos tumores colorretais
e estao localizadas preferencialmente entre os éxons 5
e 8 desse gene. Essa mutacgao gera inativagao do gene
p53 e isso, por vezes, coincide com a transicao de ade-
noma para carcinoma invasivo nos CCRs.** A identifi-
cacao de mutagao no gene p53 tem importancia para
o prognostico do CCR, pois em pacientes com tumores
ela tem pior prognostico e sobrevida mais curta.

Em 70% dos casos de CCR observam-se delecoes
do braco longo do cromossomo 18 (18q21), onde
esté localizado o gene deleted in colorectal carcinoma
(DCC). Acredita-se que esse gene codifica uma pro-
teina que atua nas interagcoes célula-célula e célula-
-matriz, sendo que sua mutagao esta relacionada ao
surgimento dos chamados adenomas avangados.”

Genes de reparo

O sistema de reparo de DNA atua durante o seu pro-
cesso de replicagao e € responsavel pela substituicao,
com alta fidelidade, de nucleotideos que apresentem
pareamento incorreto. A inativacao desse sistema, por-
tanto, pode levar ao acimulo erroneo de nucleotideos
pareados e predisposi¢ao a carcinogénese.

Mutacoes nesses genes estao relacionadas a sin-
drome de CCR hereditario sem polipose (HNPCC),
também conhecida como sindrome de Lynch. A
formacao de tumor requer a inativacao do sistema
de reparo seguida por outras mutagoes, como a do
gene APC. As mutacoes nos genes de reparo produ-
zem instabilidade de microssatélites (MSI)3#, que sao
sequéncias repetitivas de DNA que parecem estar
randomicamente distribuidas ao longo do genoma.
A estabilidade dessas sequéncias € boa medida da
integridade do DNA. Os tumores que possuem essa
instabilidade sao classificados como tumores com
erro de replicacao (RER+).
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Genes modificadores

Nas ultimas décadas, houve extraordinario au-
mento do conhecimento das vias carcinogénicas que
envolvem a ciclo-oxigenase e a patogénese do CCR. O
acido acetilsalicilico (AAS) usado cronicamente reduz
a incidéncia de adenomas e de CCR. O principal alvo
dos anti-inflamatérios nao esteroides, incluindo o AAS,
é a enzima ciclo-oxigenase (COX), que esta envolvida
na produgao de prostaglandinas e outros eicosanoides,
a partir do acido aracdonico. Sao identificadas duas
isoformas da proteina COX: a COX-1, que é componente
constitutivo das células normais; e COX-2, um gene in-
duzido associado a inflamagao e carcinogénese.”!!

O gene COX-2 apresenta aumento de expressao em
aproximadamente 43% dos adenomas e 86% dos carci-
nomas. O nivel de expressao de COX-2 possivelmente
influencia a regulagcao da angiogénese e da apoptose.’
O uso de sulindac, um inibidor inespecifico de COX,
promove a regressao de polipos em pacientes com po-
lipose adenomatosa familiar’?, o que também é obser-
vado com a utilizacao de inibidores de COX-2, entre-
tanto, tem sido desaconselhada essa droga para esse
fim, devido a sua potencial cardiotoxicidade.

Estudos preliminares mostram que o gene peroxi-
some proliferative actived receptor (PPAR) pode estar
envolvido na transducgao de sinal mediada pelo gene
APC e com a via de COX*".

A Tabela 1 apresenta um sumario dos genes en-
volvidos na carcinogénese do CCR, a frequéncia en-
contrada dos mesmos e suas principais agoes.

Tabela 1 - Oncogenes e Genes supressores de tu-
mor associados ao Cancer Colorretal

Gene Frequéncia Associagao
Associado a Polipose Familiar Hereditéria
APC 85% e sua inativacdo é encontrada em 85% dos
canceres colorretais esporadicos.
el o Associado a cancer colorretal hereditario sem
MIHZH B 5k olipose HNPCC
MSHS polip :
Associado a transicao de pélipo para cancer
TP53 35-55% invasivo, enquadrando-se como Ultima chave
deste processo.
Mutacao presente em 90% dos tumores com
TGFBR2 25-30% instabilidade microssatélite e 15% dos canceres
colorretais com estabilidade microssatélite.
Mutacao encontrada na polipose familiar juve-
SMAD4 10-35% nil com risco aumentado de cancer colorretal

em mais de 60% dos casos apés a terceira ou
quarta décadas de vida.

Pacientes com cancer colorretal estadio IV e
mutacdo de KRAS ndo respondem a terapia
com inibidores de EGFR.

KRAS 35-45%

DESENVOLVIMENTO DO CANCER
COLORRETAL (GENETICA MOLECULAR) —

O cancer colorretal desenvolve-se a partir de pro-
gressao ordenada com alteragOes genéticas distintas
e cumulativas. O p6lipo adenomatoso progride lenta-
mente de estagios iniciais benignos até o surgimento
do cancer. Fearon e Volgestein propuseram um mo-
delo de carcinogénese em varios passos. Esse mode-
lo preconiza que as mutagoes nos genes supressores
de tumor e oncogenes que levam ao surgimento do
CCR ocorrem em ordem especifica (mutagbes no
gene APC, hipometilagdo, mutagdo no gene K-ras,
mutacao do gene DCC e, por ultimo, mutagao no
gene p53)!" (Figura 1). Segundo o modelo, na maioria
dos casos a primeira alteracao € a inativagao do gene
APC, contudo, essa mutagao isolada nao é suficien-
te para permitir a progressao dos adenomas e, caso
nao ocorram mutagoes em outros genes, pode haver
regressao. Varias outras proteinas estao envolvidas,
como a proteina K-ras, que quando mutada ativa uma
cascata de sinalizacao intracelular que promove alte-
racoes neoplasicas.!

Crmnougmm 5 - APC
ke s do gens
SRR (e BT

Cromeavonmn 18 K e
Asreacin o
P v

Figura 1 - Sequéncia adenoma-carcinoma (modifica-
do de Fearon & Vogelstein'!).

No decorrer do processo, pode haver delecao
do gene supressor de tumor DCC ou de outros genes
localizados préximos dele, no cromossomo 18g. O
passo final da progressao para o carcinoma € dado
com a perda no cromossomo 17p, onde se localiza o
gene supressor de tumor p53. Alteragoes genomicas
a partir desse ponto contribuem para aumentar o po-
tencial metastatico do tumor.!
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GENETICA DO CANCER COLORRETAL
E AS SINDROMES HEREDITARIAS

Polipose adenomatosa familiar

A polipose adenomatosa familiar (PAF) é uma
sindrome hereditaria autossomica dominante carac-
terizada pela presenca de centenas a milhares de p6-
lipos adenomatosos colorretais, na qual, se nao for
instituido tratamento cirtrgico, ha o desenvolvimen-
to de cancer colorretal em 100% dos casos. E respon-
savel por quase 1% dos casos de CCR.>1*16

Sindrome de Lynch ou sindrome do cancer
colorretal hereditario sem polipose (HNPCC)

E sindrome relacionada a mutacoes na linhagem ger-
minativa dos genes de reparo (mismatch), que incluem o
carcinoma colorretal, o carcinoma de mama, o carcino-
ma do endométrio, o carcinoma de ovario, entre outros
tipos de neoplasias. Admite-se que aproximadamente 6
a 8% dos casos de CCR podem relacionar-se 8 HNPCCY.

E caracterizada, ao contrario da PAF, pela presen-
ca eventual de reduzido nimero de poélipos, em geral
localizados a direita. A progressao desses polipos
para carcinoma € rapida, provavelmente porque eles
iniciam com muta¢oes nos genes de reparo do DNA
e se transformam rapidamente quando se constatam
mutagoes no gene APC, fendomeno conhecido com
tumorigénese acelerada."”

Além do diagnodstico por testes genéticos, a sin-
drome de Lynch pode ser diagnosticada clinica-
mente pelos critérios de Amsterdam, originalmente
introduzidos em 1990 (Tabela 2). Entretanto, por se-
rem muito restritivos, foram propostos os critérios de
Bethesda (Tabela 3), que tém sido usados como pa-
rametros para indicagao do teste de instabilidade de
microssatélites, base do diagnostico molecular dessa
sindrome hereditéaria.'?

Tabela 2 - Critérios de Amsterdam

Pelo menos trés casos de céncer colo-retal (CCR), que
preencham os seguintes critérios:

Um membro seja familiar em 1° grau dos outros dois;
Pelos menos 2 geragdes sucessivas acometidas;
Pelo menos um dos casos de CCR diagnosticado abaixo dos 50 anos;

Polipose adenomatosa familiar deve ser excluida.
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Tabela 3 - Critérios de Bethesda revisados para in-
dicacao do testes de instabilidade de microssatélite

Pelo menos trés casos de cancer colo-retal (CCR), que
preencham os seguintes critérios:

Individuos com CCR diagnosticado em idade inferior a 50 anos;

Individuos com CCR sincronicos ou metacronicos, ou associagdo com outros
tumores do espectro da Sindrome de Lynch?, independentemente da idade;

Individuos com CCR com caracteristicas histoldgicas de instabilidade de
alto grau® (infiltrado linfocitario, reagao Crohn-like, tumores mucinosos
ou com diferenciacao em “anel de sinete” ou padrdo de crescimento
medular) diagnosticado em idade inferior a 60 anos;

Individuos com CCR em um ou mais familiares de 1° grau com um tumor do espec-
tro da Sindrome de Lynch, um dos quais diagnosticado em idade inferior a 50 anos;

Individuos com CCR e dois ou mais familiares de 1° e 2° grau com tumor
do espectro da HNPCC, independentemente da idade.

2tumores do espectro da syndrome de Lynch incluem neoplasias endome-
triais, gastricas, ovarianas, pelviureterais, biliares e cerebrais (geralmen-
te glioblastomas), adenomas de glandulas sebaceas, ceratoacantomas
(como na Sindrome de Muir-Torre) e carcinoma de intestino Delgado.
instabilidade de alto grau se refere a alterag8es em pelo menos dois dos
marcadores do painel recomendado pelo National Cancer Institute.

Sindrome de Peutz-jeghers

Trata-se de sindrome autossomica dominante
caracterizada por pigmentacao melanética muco-
cutanea associada a multiplos poélipos no trato gas-
trintestinal. E determinada por mutacdo na linha-
gem germinativa do gene STK11/LKBI. E rara e sua
importancia clinica é pouco relevante comparada a
HNPCC e a PAE%

Polipose juvenil familiar

E uma sindrome hereditaria autossémica domi-
nante caracterizada pela existéncia de polipos for-
mados por componentes do estroma (hamartomas).
Nesses pacientes tém sido identificadas alteragoes
germinativas nos genes PTEN e SMAD4. Foi recente-
mente associada a alto risco de cancer colorretal.??!

DIAGNOSTICO GENETICO
DO CANCER COLORRETAL

Os métodos de deteccao de mutacoes podem
ser divididos em métodos diretos e indiretos. Os
métodos diretos, como o sequenciamento de DNA,
documentam a existéncia de variante genética e
revelam sua exata natureza. Embora o sequencia-
mento de DNA seja o padrao-ouro para a andlise de
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varios genes, ainda é método bastante trabalhoso e
de custo elevado. Por isso, métodos indiretos foram
desenvolvidos, como a cromatografia desnaturante
liquida de alta performance (DHPLC) que envolve
a amplificagao por reagcao em cadeia de polimera-
se (PCR). Em compara¢ao com o custo do sequen-
ciamento direto, a analise de um fragmento € cerca
de 10 vezes menos onerosa com o DHPLC e oito
vezes mais rapida.?

O teste para proteina truncada (PTT) é outro mé-
todo indireto usado que se baseia na diferenca de mi-
gracao de uma proteina alterada em uma eletroforese
em gel. Esse teste é realizado com base na extracao
de RNA do paciente, geralmente a partir de leucoci-
tos, sendo o mais indicado no diagnéstico de PAF,
com sensibilidade aproximada de 65%.

A genética do HNPCC é mais complicada do que
a da PAF, pois mutagOes germinativas em qualquer
um dos genes envolvidos com o reparo de DNA po-
dem levar ao surgimento dessa sindrome. Dessa for-
ma, o teste de instabilidade de microssatélites esta
indicado inicialmente na investigacao diagnostica da
sindrome de Lynch, podendo ser realizado por PCR
ou, preferencialmente, por imuno-histoquimica.!6-?
Sua positividade, sobretudo indicando alta frequén-
cia de instabilidade (MSI-H), implica a necessidade
de determinacao direta da mutagao por meio do se-
quenciamento de DNA.?

MARCADORES PROGNOSTICOS
NO CANCER COLORRETAL

Uma relagao ja estabelecida entre determinada
alteracao geénica e o prognostico da doenga esta
sendo avaliada como possibilidade de teste e alguns
marcadores ja sao utilizados com esse objetivo. Sabe-
-se que a mutacao dos genes APC, hMLHle hMSH2
indica risco muito aumentado de o portador desen-
volver CCR e pode ser recomendada a realizacao de
colectomia profilatica. Além disso, a deficiéncia no
reparo de DNA, em geral, esta associada a melhores
prognostico e resposta ao tratamento quimioterapico
adjuvante, baseado no uso de 5'fluorouracil.?

Outra aplicacao dessa tecnologia esta na determi-
nacao da mutagao de k-RAS em pacientes com CCR
estadio IV. Os pacientes com essa mutagao nao res-
pondem a terapia inibidora do fator de crescimento
epitelial (EGFR), como a cetuximab.?

NOVAS TERAPIAS GENICAS
PARA O CARCINOMA COLORRETAL

O aumento exponencial do conhecimento da bio-
logia molecular tumoral e da caracterizagcao dos ge-
nes envolvidos na génese e na progressao do cancer
oferece opgoes terapéuticas bastante promissoras.
Devido a intensa pesquisa da base genética do CCR,
h& muito otimismo na aplicagao desse conhecimen-
to de biologia molecular na criacao de novas formas
eficazes de luta contra a doenca. A atual geneterapia
ainda nao permite a substituicao dos numerosos ge-
nes mutantes relacionados ao CCR, mas ja € capaz de
direcionar algumas importantes abordagens terapéu-
ticas medicamentosas.

As pesquisas tém se concentrado no desenvolvi-
mento de terapias que tém como alvo produtos de
genes com mutagoes. A terapia dirigida contra o re-
ceptor do fator de crescimento epitelial (EGFR), puri-
ficado e caracterizado por Cohen em 1980%, tornou-
-se realidade com a criacao de anticorpos anti-HER-1/
EGFR, como o cetuximab; ABX-EGF, EMD72000, H-R3
e MDX-447 e anti-HER-2/neu, como trastuzumab e
2C4; e também de agentes que atuam diretamente
na enzima tirosina-quinase, como o gefitinib e OSI-
774. Como se trata de agentes que especificamente
bloqueiam vias criticas para o desenvolvimento e
progressao de células neoplésicas, tem-se nova pers-
pectiva de terapéutica oncoldgica.?2

O receptor do fator de crescimento epitelial
(EGFR) é uma glicoproteina da membrana plasmati-
ca composta de um dominio de ligagao extracelular,
de um segmento transmembrana lipofilico e de um
dominio intracelular de tirosina-quinase. O EGFR
€ um membro da familia de fatores de crescimento
HER que inclui HER-1, HER-2, HER-3 e HER-4, impor-
tantes mediadores do crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. A ativacao do complexo EGFR-
-tirosina-quinase tem sido identificada como um even-
to iniciador da cascata de sinalizacao intracelular
levando a proliferacao, sobrevivéncia, angiogénese
e metastatizacao. Kari et al?” demonstraram que as
células malignas possuem contato inadequado com
a matriz estromal, necessitando da ativagao do EGFR
para sobreviverem. Contudo, muitas controvérsias
tem surgido em torno dos reais beneficios dessas no-
vas terapias, principalmente em relacao ao uso das
drogas contra o receptor do fator de crescimento epi-
telial (EGFR) para tratamento de cancer colorretal 2%
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Recentemente, pesquisadores alemaes realiza-
ram estudo randomizado com o objetivo de avaliar
se a melhor taxa de resposta global de cetuximab
combinado com oxaliplatina, leucovorin e fluoroura-
cil (FOLFOX-4) foi superior aquela de FOLFOX-4 iso-
lado, como tratamento de primeira linha para o CCR
metastatico.?? A influéncia do estado de mutacédo
do K-RAS foi investigada a partir da extragao do DNA
tumoral e realizagao de PCR. Apurou-se que pacien-
tes com K-RAS selvagem tinham melhor resposta ao
tratamento adicionando-se o cetuximab, quando
comparados aos pacientes sem a adicao dessa dro-
ga, e que 0s pacientes que apresentavam K-RAS mu-
tado responderam de maneira muito semelhante ao
uso da terapia FOLFOX-4 isolado ou combinado com
cetuximab. Os autores concluiram que o estado de
mutacao do K-RAS pode ser considerado critério al-
tamente preditor em relagao a decisao do tratamento
com a adigcao de cetuximab ao esquema FOLFOX-4
para pacientes nao tratados anteriormente com can-
cer colorretal metastatico.?2

CONCLUSAO

O conhecimento em torno da genética do can-
cer colorretal tem envolvido crescente nimero de
pesquisas, o que tem levado a introdugao de novas
armas propedéuticas e terapéuticas no combate a
doenca. Atualmente, o uso de drogas-alvo € reali-
dade, assim como novos testes genéticos tém sido
propostos, como a detecgao de instabilidade de mi-
crossatélite e o sequenciamento de DNA para defini-
¢ao de mutacoes genéticas especificas relacionadas
ao CCR. Entretanto, é necessario reconhecer que,
apesar das aplicacoes dos estudos genomicos serem
promissores, existem limitacoes complexas a serem
superadas, de ambito financeiro e logistico, para que
toda tecnologia desenvolvida venha a ser utilizada
rotineiramente na pratica clinica.
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