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O rapido desenvolvimento dos conhecimentos em
biologia molecular, em particular na drea oncolégica, tem
trazido sentimentos bastante conflitantes oara aqueles que
atuam na 4rea clinica. Se por um lado percebemos, ainda
que de forma pouca, a importancia histérica do momento
em que vivemos através do esclarecimento das origens dos
diferentes tumores, por outro lado ndo conseguimos
compreender exatamente como estes novos conhecimentos
poderao auxiliar no seu objetivo final de proporcionar um
melhor tratamento para nossos pacientes. Além disto, é
impressdo corrente que os métodos empregados para a
andlise da biologia molecular dos tumores sdo
extremamente complexos e necessitam de equipamentos de
alto custo, estando portanto inacessiveis para a grande
maioria dos laboratdrios existentes em nossos hospitais.

O objetivo desta se¢do € tentar esclarecer estes aspectos,
colocando-os em especial na perspectiva atual de nosso
dia-a-dia e proceder uma breve anélise dos caminhos que
irdo em um futuro préximo alterar radicalmente a forma
pela qual compreendemos hoje as doencas, em especial na
drea da oncologia. Para atingir este objetivos tentaremos
responder a algumas questdes bésicas de forma sequencial,
como se segue:

1. Afinal, o que chamamos de “biologia molecular’’?

Histéricamente, a medicina sempre evoluiu através da
identificagdo de cada doenca a partir dos sinais e sintomas
apresentados pelos pacientes. Identificada a doenca, sdo
entdo pesquisadas e catalogadas as alteragdes do organismo
causadas por esta doenga, sejam estas de natureza
macroscopica, microscépica ou metabdlica. Na seqiiéncia,
busca-se determinar o fator causal da doenca afim de
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identificarmos se esta deve-se ao contato com agentes
externos capazes de provocar modificacGes no funciona-
mento normal do organismo. Neste grupo de doengas
causadas por agentes externos estdo, por exemplo, todos
os processos de natureza infecciosa e a exposi¢do a agentes
quimicos e fisicos lesivos como o alcool, fumo, poeira
téxica, medicamentos com efeitos colaterais, radiagdes, etc.

Em outro grupo de doencas os fatores desencadeantes
estardo relacionados a lesdes decorrentes de traumas
acidentais ou provocados através de atividades de natureza
esportiva, profissional ou postural.

Descontadas aquelas incluidas nos grupos acima, nas
quais um provével agente causal foi identificado, restard
ainda um grande nimero de doengas cuja origem é ainda
desconhecida. Muitas destas doengas foram inteiramente
elucidadas quanto a seqiiéncia de eventos que determinam
sua fisiopatologia, porém permanece obscuro o elemento
decisivo que desencadeou o processo mérbido. Neste grupo
podemos incluir como exemplos a grande maioria das
neoplasias, as doengas decorrentes da aterosclerose (sejam
elas cardiovasculares, neuroldgicas ou renais), assim como
as doengas de natureza imunolégica ou funcionais.

Algumas doencgas, como as cardiovasculares e
neopldsicas, podem ainda ser claramente reconhecidas como
sendo uma caracteristica mais freqiiente entre individuos
de uma mesma familia, levando a 6bvia conclusio de que
ndo apenas existe um fator causal especifico, mas também
que este fator pode ser transmitido de forma hereditéria.

Neste contexto, a grande revolugo introduzida pela
biologia molecular deve-se a constatacdo de que, sendo
um organismo formado por alguns trilhdes de unidades
vivas denominadas células, as doengas sdo, independente-
mente de sua origem, provocadas pelas préprias células
através de um funcionamento inadequado de processos
biol6gicos normais.

Por processos biolégicos normais compreendemos um
universo de reacdes quimicas que ocorrem de forma
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coordenada por um sistema que poderiamos didaticamente
comparar a um altamente complexo programa de compu-
tador o qual € compactado em um tinico “chip” e implantado
na primeira célula de um individuo, denominada célula-
ovo ou zigoto. Este “chip”, contendo o programa de forma-
¢éo e funcionamento de um individuo é na verdade uma
grande molécula denominada DNA a qual diferencia-se de
seus hipotéticos “primos eletrénicos” pela fantdstica
capacidade de reproduzir-se de forma coordenada e de ser
processada através de reagdes quimicas, desde que sejam-
lhe regularmente fornecidos os insumos bésicos para tal,
insumos estes conhecidos como nutrientes € presentes apenas
nos seres vivos integrantes de uma cadeia iniciada hd milhdes
de anos em uma tinica célula primitiva no fundo do mar.

Respondendo a pergunta formulada acima, podemos
entdo sumarizar dizendo que por biologia molecular
compreendemos a ciéncia que busca decodificar este
“programa” compactado no DNA e presente de forma
idéntica no interior de cada célula humana, compreender
seu funcionamento e detectar as alteracdes que sdo os
elementos causais da maior parte das doengas que
acometem o ser humano.

2. Como a molécula de DNA é capaz de manter
funcionando um sistema capaz de multiplicar o nimero
de células e realizar as atividades metabdélicas do
organismo?

Como temos visto nas se¢Oes anteriores, 0o DNA € uma
seqiiéncia de pares de bases nitrogenadas (adenina, timina,
guanina e citosina). Segmentos especificos desta seqiiéncia
funcionam como um cédigo a partir do qual seréo
sintetizadas proteinas. Estes segmentos sdo denominados
genes e as proteinas resultantes serdo os agentes
responsdveis por fazer o organismo funcionar, atuando
como horménios, elementos de defesa, mantenedoras da
pressdo oncética, enzimas e, particularmente, controlando
a comunicacgdo entre as células e conseqiientemente suas
agoes de proliferacdo, secrecdo e metabolismo em geral.

Assim sendo, um gene € responsével pela produgio de
uma proteina. Ocorrendo qualquer alteracdo neste gene,
sua expressdo (producdo protéica) ficard prejudicada e a
proteina resultante poderéd ser inoperante, levando a
conseqiiéncias importantes em sua area de atuagdo. A
doenga é entdo o resultado deste processo envolvendo um
gene alterado e seu produto protéico comprometido.

3. Como podemos analisar a integridade de um
determinado gene?

Através de duas formas. Na primeira delas, mais direta,
utilizamos processos que irdo estudar o préprio gene. Na
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outra abordagem, indireta, iremos pesquisar a integridade
de seu produto, ou seja, a proteina. Embora existam diversas
técnicas para o estudo de genes e protéinas, apresentaremos
sumdriamente abaixo os dois procedimentos mais
realizados e que apresentam um maior potencial de
utilizag@o clinica:

a. Sequenciamento direto do gene

No primeiro caso, a andlise direta de um gene especifico
significa conhecer toda a seqiiéncia de bases que o
compbem, expressa como GCAATTCTCAGTCCGT etc.

Para realizar esta tarefa destacarfamos duas etapas
essenciais:

Primeira etapa: Amplificagdo do DNA através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A primeira fase do estudo de um gene consiste na
retirada do DNA do tecido a ser estudado. Uma vez isolado,
¢ necessaria a determinacio do segmento de DNA a ser
estudado, o qual necessita ser amplificado afim de obtengéo
de um volume de material capaz de ser analisado. Para
este fim utiliza-se um processo denominado PCR (do inglés
polymerase chain reaction) através do qual o DNA isolado
¢ submetido a sucessivos ciclos de aquecimento e
resfriamento visando promover repetidas dissolu¢des e
restabelecimento das ligagGes quimicas que mantém unidas
as duas fitas da molécula. Como sio adicionados também
outros elementos como as sondas que irdo determinar o
segmento a ser amplificado (primers), a enzima DNA
polimerase e um grande volume de bases nitrogenadas
isoladas, temos como resultado uma rapida multiplicacio
exponencial do segmento escolhido de DNA levando a
obtencdo de um volume de material suficiente para a
realizaco de andlises.

Segunda etapa: Determinagdo da seqiiéncia de bases
nitrogenadas.

Uma vez obtida uma amplificagio do segmento génico
a ser estudado, necessitamos agora fazer o sequenciamento,
ou seja, a determinag@o da seqiiéncia de bases nitrogenadas
(A, T, G, C) que o compdem. Embora esta possa ser
realizada através de métodos “manuais”, estes sao
demorados e trabalhosos, tornando pouco vidvel sua
realizagdo em escala comercial para aplicagdo prética. Apds
o desenvolvimento de aparelhos que permitem um rapido
sequenciamento eletrénico, este procedimento tende a
tornar-se cada vez mais vidvel, embora ainda esteja em
nosso meio restrito a poucos centros de referéncia.
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b. Anilise do produto da expressido génica: a
proteina

Este é um método indireto através do qual podemos
aferir a integridade de um gene através da andlise de seu
produto, ou seja, a proteina. Embora este método seja menos
sensivel do que o sequenciamento do gene, sua utilizagdo
clinica é bastante mais vidvel, uma vez que pode ser
realizado através da técnica de imunohistoquimica, a qual
ja é rotineiramente realizada por um grande nimero de
laboratérios de anatomia patolégica. A imunohistoquimica
consiste na adi¢do de anticorpos especificos para uma
determinada proteina a uma l4mina contendo o tecido a ser
examinado. Ao encontrar a proteina em questdo haverd a
formagdo do complexo antigeno-anticorpo em seu local de
dep0sito, seja no niicleo ou citoplasma. Como este anticorpo
é préviamente tratado através de coloragio especial, a
existéncia ou ndo da proteina a ser pesquisada poderd ser
constatada a simples observagdo da 1dmina ao microscépio
6tico. A confirmacfo da existéncia da proteina normal
poder4 atestar a integridade do gene em questio. Este é um
método de custo relativamente baixo sendo no momento o
mais acessivel para a realizagdo de estudos de biologia
molecular em bases clinicas fora de ambientes de pesquisa.

4. Quando devemos realizar estudos de biologia
molecular em nossa pratica clinica?

Sao duas as razdes pelas quais devemos realizar estudos
sobre a biologia molecular no cancer colorretal:

a. Pesquisa de cincer colorretal hereditirio

Como sabemos, existem duas doencgas reconhecida-
mente pré-malignas transmitidas por hereditariedade: a
polipose adenomatosa familiar e o cancer colorretal ndo-
polipéide hereditario (HNPCC). O diagnéstico da primeira
é bastante simples através da visualizagido de inimeros
polipos que se manifestam geralmente apés a adolescéncia.
No caso do HNPCC no entanto o diagnéstico € mais dificil
devido & auséncia de pélipos, necessitando uma boa histéria
familiar, um alto grau de suspeigio e, se possivel, a
identificacdo da mutagio genética nos genes envolvidos.

A origem genética destas doencas é amplamente
reconhecida como sendo resultado da mutagdo de genes
especificos, como o gene APC no caso da polipose familiar
e os genes de reparo h(MLH1, hMSH2, hPMS1, hPMS2 e
hMSH6 para HNPCC.

Assim sendo, a detec¢do de uma mutacio nestes genes,
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particularmente no HNPCC, representaria o elemento
decisivo para o fechamento de um diagndstico necessério
para o estabelecimento de uma conduta de seguimento ou
eventual tratamento profildtico de uma doenga de elevado
potencial pré-maligno. Para demonstrar a existéncia destas
mutagdes, € necessario realizar-se o sequenciamento destes
genes o que, como dissemos acima, pode ser feito de forma
“manual” ou através de sequenciamento eletrénico.
Entretanto, este é ainda um procedimento relativamente
complexo o qual compreende os seguintes aspectos:

* Conhecimento da mutacéo do probando

Por “probando” compreendemos o primeiro individuo
de uma famflia cuja doenca manifestou-se demonstrando a
existéncia de um processo moérbido de natureza genéticae
hereditaria. A pesquisa dos genes suspeitos deste individuo
¢ fundamental para a identificacdo do padrido de mutagdo
desta familia em especial. Para tal, seu exame de
sequenciamento necessita ser o mais completo, abrangendo
toda a extensdo dos genes em questdo. Uma vez identificado
o segmento dentro do gene e o tipo de mutagio, o exame
dos outros membros da famflia serd bastante facilitado pois
bastara a pesquisa deste segmento especifico, tornando o
exame mais rapido e de menor custo.

* Importancia do tipo de mutac@o

Os efeitos de uma mutagio genética sdo diretamente
relacionados ao tipo de mutagio existentes e sua localizagdo
dentro do gene, podendo gerar conseqiiéncias de intensidade
bastante varidvel. Para isto reconhecem-se hoje diversos
tipos de mutagdes em cada gene envolvido no cancer
colorretal, tornando mais facil a identificacdo dos locais
mais freqiientemente afetados e suas conseqiiéncias
fenotipicas sobre o organismo do individuo.

* Imprevisibilidade do método

Além do custo elevado e necessidade de sequenciadores
eletrbnicos para viabilizar a realizagéo deste procedimento
em escala clinica, outro grande obstdculo para o diagnéstico
genético do HNPCC € a imprevisibilidade dos resultados.
Embora seis genes de reparo jd tenham sido identificados
como potenciais sitios de mutagdes, em um grande niimero
de pacientes que preenchem os chamados critérios de
Amsterdam ou de Bethesda néo € possivel detectar qualquer
mutagfo, deixando margem a suspeita de que existam outros
genes envolvidos na etiologia desta doenca.

* Aplicabilidade clinica atual
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Considerando os aspectos mencionados acima, a con-
firmag@o genética por sequenciamento € ainda um proce-
dimento de aplicabilidade clinica bastante limitada nos ca-
sos de polipose adenomatosa familiar e HNPCC devido ao
fato de que raros centros em nosso meio dispdem de con-
digdes para realizar este exames em escala comercial (como
o Instituto Ludwig, em Sdo Paulo). Existem no entanto
fortes evidéncias de que em muito breve tais exames serio
realizados de rotina com uma menor complexidade, dura-
cdo e custos gragas ao desenvolvimento de métodos e equi-
pamentos mais adequados 2 utilizac8o em escala clinica,
como veremos adiante.

b. Pesquisa do padrao tumoral e seu prognéstico

Este é possivelmente o elemento mais significativo
dentro da biologia molecular no céncer colorretal,
representando uma revolugdo nos conceitos atuais com
importantes conseqiiéncias no diagnéstico e tratamento
desta doenga.

Tradicionalmente o céncer colorretal é considerado
como uma unica doenca embora com padrdes de
comportamento biolégico reconhecidamente distintos.
Estudos mais recentes em biologia molecular tem
demonstrado que o surgimento de um processo neoplésico
colorretal € na verdade o resultado comum de diversas
mutagdes genéticas distintas as quais irdo levar a perda da
capacidade de autocontrole de uma célula intestinal em seu
ciclo de reprodugdo. Dependendo do tipo de mutagdo
predominante no tumor em questdo seu comportamento
biolégico sera distinto e determinante do progndstico do
paciente.

Para fins did4ticos poderiamos tracarumazanalogia com
a existéncia de um processo inflamatério.ma mucosa
intestinal o qual, embora possa apresentarzse de forma
semelhante nos aspectos clinicos e endoscépicos, terd um
padrdo de evolucdo e prognéstico bastante distintos
dependendo da sua etiologia, seja esta infecciosa, isquémica,
actinica ou idiopdtica, ndo podendo conseqiientemente ser
considerada como uma tinica doenga.

Alguns genes tém sido amplamente comprovados como
elementos importantes na carcindgenese colorretal, em
especial os genes APC, K-ras, progndstico & detecgdo de
numerosas mutagdes em cada um deste genes, sugerindo
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que o conhecimento da biologia molecular de cada tumor
individualmente ir4 representar um papel importante no di-
agnostico e tratamento destes pacientes.

5. Quais as perspectivas a curto prazo do impacto da
anilise da biologia molecular dos tumores colorretais?

A velocidade dos avangos ocorridos nesta drea é
impressionante, possivelmente sem igual em qualquer outro
momento da histéria da medicina. Estes avangos nao se
restringem a crescente demonstragdio de que o
comportamento bioldgico de cada tumor € conseqiiéncia
direta das alteracdes genéticas que o provocaram. Além
disto, o desenvolvimento de métodos mais precisos e
simplificados para a realizagio destes estudos leva a crer
que em muito breve estes exames estardo sendo realizados
de rotina nos laboratérios de nossos hospitais e clinicas.
Como um exemplo deste avanco podemos citar o
desenvolvimento dos chamados “biochips”, através dos
quais poderemos realizar de forma rdpida e precisa a
pesquisa de centenas ou milhares de mutagdes diferentes
através da leitura em microscépio 6tico de uma lamina
especial colocada em contato com uma amostra do tumor,
préviamente tratada.

Além do importante papel que a biologia molecular
venha a desempenhar no tratamento do cancer colorretal,
também o diagnédstico precoce de lesdes neoplésicas sofrerd
radicais transformag¢des com grande aumento da acuricia.
Hoje o diagnéstico precoce através dos exames de fezes se
baseia na pesquisa de sangue oculto em decorréncia de
lesdes polip6ides benignas ou malignas, o que pressupde
um minimo de crescimento tumoral superior a capacidade
de neoformacdo vascular. Empregando técnicas de biologia
molecular, diversos estudos tém demonstrado a viabilidade
de detecgdo realmente precoce de lesdes neopldsicas da
mucosa colorretal através da pesquisa de mutagdes em
células descamadas obtidas a partir das fezes em individuos
assintomaéticos, multiplicando em muito a detecgdo de lesdes
em estigio bastante inicial.

Assim sendo, o panorama atual sugere que o estudo da
genética e biologia molecular venha a se tornar brevemente
ndo apenas um mero exercicio tedrico de compreensio da
fisiopatologia do céncer colorretal, mas também um importante
instrumento clinico no diagndstico e tratamento desta doenga.
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