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RESUMO: Embora os estudos sobr e biologia molecular permanecam como a principal expectativa para o surgimento de novos
conceitos e recursos para o tratamento do cancer colorretal, a auséncia de resultados de real impacto do ponto de vista clinico ao
longo dos tltimos anos podem representar uma frustragao para quem nao esteja acompanhando de perto a evolugéo das pesquisas
nesta area. Assim sendo, nosso obj etivo no presente texto é apresentar uma breve revisao do caminho percorrido até o momento
desde os trabalhos pioneiros sobre carcinogénese colorretal até as pesquisas mais recentes sobre protedmica, demonstrando
assim o constante fluxo de grandes avangos os quais possibilitam uma previsdo realista a curto ou médio prazo da disponibilizagéo
de recursos de amplo impacto, com potencial para alterar de forma relevante os resultados do tratamento desta importante

doenca.

Descritores. Cancer colorretal; biologiamolecular.

Apesar de ser um tema relativamente com-
plexo para aqueles que atuam napréaticaclinica, € um
verdadeiro consenso a expectativa de que os estudos
baseados em biologiamol ecular venham aoferecer os
Necessari 0s avangos nacompreensao dafisiopatol ogia,
do diagndstico e do tratamento do cancer. Talvez em
decorréncia desta expectativa, temos freqlientemente
a frustrante sensac&o de que apesar do grande volu-
me de pesquisasrealizadas ao longo dos Ultimos anos,
permanecemos ainda distantes da obtenc&o de resul-
tados relevantes capazes de transformar estas espe-
rancas em uma realidade para nossos pacientes.

Assim sendo, € nosso objetivo nesta Segéo
demonstrar que embora os resultados n&o tenham ain-
da atingido nossa prética diaria, importantes avangos
permanecem ocorrendo, contribuindo para o esclare-
cimento gradual do complexo mosaico representado

pelo processo de carcinogénese, o que certamente re-
presentaraum grande impacto sobre amedicinado ter-
ceiro milénio. Para melhor demonstrar estes avancos,
apresentaremos aqui uma breve revisdo do caminho
percorrido até 0 momento através dos estudos em bio-
logiamolecular aplicadaao cancer.

Biologiamolecular: umapotenteferramenta

Ao contrério de outras linhas de estudos
dedicadas ao esclarecimento dos aspectos oncol 6gicos
como a imunologia ou a microbiologia, a biologia
molecular representa a aquisicdo de uma ampla e
abrangente gama de ferramentas geradas a partir de
um grande desenvol vimento biotecnol égico, asquaisnos
permitem a identificacdo e manipulacdo das
biomoléculas que os compdem. Assim sendo, trata-se
na verdade do processo de entrada em um amplo uni-
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verso ainda inexplorado no qual situam-se por certo
muitas das respostas por nés perseguidas ao longo da
histériadaMedicina.

Cancer colorretal: os primérdios de um
modelo de carcinogénese

O primeiro grande passo dabiologiamolecular
na compreensdo da carcinogénese ocorreu exatamen-
te nos estudos sobre o cancer colorretal. Isto foi possi-
bilitado através dos trabal hos pioneiros de Vogel steint
e seu grupo analisando avariacao daexpressdo génica
na sequéncia adenoma-carcinoma. A partir destes es-
tudosfoi possivel identificar que adegeneracdo deum
tecido normal até o surgimento de um cancer ocorria
em conseqiiénciade um aciimul o de mutagdes de genes
expressando proteinas com ac&o sobre o ciclo celular.
Destes estudos emergiu a sequiéncia de mutactes dos
genes APC — k-ras — DCC — p53, cujaimagem mais
emblematica foi representada como na Figura 1, am-
plamente divulgada e que representou um importante
passo inicia dacompreensdo do potencial dos estudos
de biologiamolecular nacarcinogénese.

A compreensdo da complexidade da
car cinogénese

Emboraos conceitos acimacitadostenham sido
de grande valor didético, tornou-se logo evidente sua
excessiva simplicidade devido a demonstracéo de que
areferida sequéncia APC/k-rassDCC/p53, compreen-
diando apenas um nimero extremamente reduzido de
genes/proteinas envolvidas no processo de
carcinogénese, mas também contemplavam apenasum
aspecto desta, representadapel o distirbio proliferativo.

De fato, a crescente disponibilidade de ferra-
mentas de biologiamolecul ar tornou claro acoexistén-
cia de diversos processos desde a ocorréncia de um
desequilibrio do ciclo celular em umacélulaaté o de-
senvolvimento de um tecido neopléasico com caracte-
risticasinvasivas. Conforme demonstrado naFigura2,
a ativacdo de um processo local de angiogénese para
desenvolvimento tumoral, seguida da penetracdo na
membrana basal e demais tecidos séo elementos fun-
damentais para que a metastatizacdo ocorra atraves
de uma invaséo e migracdo através dos vasos
endoteliaislevando aumacolonizagdo detecidosadis-
tancia.

A correlagdo entre os aspectos histoldgicos e
a expressao das diferentes proteinas demonstrou que
cada uma destas etapas € mediada por um grande nu-
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mero de molécul as protéicas desempenhando funcbes
especificas como crescimento de vasos endoteliais, al-
teracdes do citoesqueleto, digestdo de membranas,
adesdo celular, etc. Alguns exemplos desta correlagéo
entre proteinas e as respectivas etapas da
carcinogénese? estdo demonstrados na Tabela 1.

Microarrays: a visao global da expressao
tecidual

Sabendo-se que cada tecido, normal ou néo,
tem 0 seu comportamento biol 6gico determinado pelas
proteinas presentes em sua composicdo a partir da
expressao de seus respectivos genes, tornou-se neces-
saria uma forma de determinar quais genes estéo ex-
pressos (ativados) em cada tumor. Paraisto, ndo bas-
taria a simples identificagéo do gene, pois estes estéo

Figural- Modelo proposto por Vogelstein e cols para a seqiiéncia
de mutagdes na evolucdo adenoma-carcinoma (Extraido de
Weimberg RA e Hanahan DSin: Molecular Oncology, Scientific
American Inc. 1996: New York, pg 187).

2 Mﬁﬂﬂﬂuﬂ& & l-lll[-l![iﬂ!
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Figura 2 - Etapas da carcinogénese e formagéo de metastases.
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presentes em todas as células do corpo, mesmo nao
sendo expressos.

Considerando-se que a sintese protéica passa
necessariamente pela formagdo de uma molécula de
RNA mensageiro (RNAm) aqual irafazer umatradu-
¢&o em proteina posteriormente no ribossomo, confor-
me demonstrado naFigura 3, foi desenvolvido um mé-
todo de andlise da expressdo génica tecidual através
da extracdo e identificacdo das moléculas de RNAm
presentes. Estatécnica, denominadacomo microarray
(microsequiéncias), apresenta a grande vantagem de
avaliar a ativagdo de milhares de genes simultanea-
mente, independentemente de sua fungdo, formando
assim um painel demonstrativo do provavel comporta-
mento biol 6gico tumoral 3.

Estadiamento molecular: um passo adiante

Umavez disponivel estaferramenta, diversos
autores realizaram estudos visando identificar grupos
de genes cujas alteragBes estivessem associadas a
anormalidades teciduais, buscando assim estabel ecer
uma relacdo entre causa e efeito. Em relacéo ao can-
cer colorretal, foram comparadas inicialmente as ex-
pressbes génicas entre mucosa colénica normal e

Tabela 1 - Etapas da carcinogénese e proteinas en-
volvidas.

Proteinas

CiclinasA, B, D1, E
p15

p27

K-ras

P53

Bcl-2, etc

VEGF

COX-2

FGF, etc

Filamina

Vilina

Laminina
Fibronectina
Colégeno, etc
Lectinas

Integrinas
Caderinas
Catepsina

M etal oproteases, etc

Etapa

Proliferacdo celular

Angiogénese

Invasdo

Migracéo
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Figura 3 - Etapas da sintese protéica.

adenocarcinomas. Através destas comparacoes,
Takemasa e cols *identificaram 59 genes com expres-
sd0 génicadiferenciadaentre um total de 4608 estuda-
dos, enquanto Stremmel e cols® observaram diferen-
¢as entre 100 a 500 genes entre mais de 6000 analisa-
dos. Seguindo umametodol ogiasemel hante, Kitahara
e col<® relataram uma expressao diferente entre tecido
normal e patol 6gico em 235 genesem um total de 9126
estudados.

Utilizando este principio, Croner ecols” iden-
tificaram 50 genes o0s quais permitiram uma maior
acuidade para a predicdo de metéstases linfonodais.
Kim e cols 8identificaram um conjunto de 261 genes
Cuja expressdo representou a diferenca entre a ocor-
réncia de resposta completa e incompleta em 31 paci-
entes submetidos aterapianeoadjuvante. Neste grupo,
todos os quatro casos de resposta completaforam cor-
retamente previstos (100%), assim como nove dos 11
casos de resposta parcial (82%).

Ghadimi e cols®, usando umametodologiase-
mel hante, identificaram um conjunto de 54 genes, cuja
expressdo foi capaz de diferenciar com 83% de
acuracia 0s pacientes que apresentaram resposta a
terapia neoadjuvante dagqueles sem resposta (p=0.2).

Mastalvez o estudo mais representativo desta
aplicacdo da técnica de microarray a analise do com-
portamento bioldgico do cancer colorretal tenha sido
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aquele publicado por Eschrich e cols*®, osquaisforam
capaz de superar a classificagdo de TNM na acurécia
daprevisdo dasobrevida de 36 meses em 78 pacientes
baseados na pesquisa da expresséo de um conjunto de
43 genes.

Infelizmente, apesar destes resultados bastan-
te promissores nas pesquisas, 0 estudo da expressao
génica tumoral através da técnica de microarray tem
semostrado, no entanto de dificil aplicabilidade napra
ticaclinica, devido asuacomplexidade, elevados cus-
tos e necessidade do congelamento imediato do tecido
tumoral poucos minutos apds sua ressec¢do, devido a
|abilidade das moléculas de RNAm.

Protedmica: a nova fronteira?

Apesar das dificuldades para estender os be-
neficios dos avancos acimarelatados a praticaclinica,
novos e fascinantes horizontes tem sido abertos pela
biologia molecular, em particular no que diz respeito
aos estudos relacionados a protedmica.

Como vimos anteriormente, todas as células
somaticas apresentam o mesmo DNA em seu nicleo,
contendo 0s mesmos genes, 0s quais sdo no entanto
ativados (ou expressos) de forma seletiva de acordo
com o tecido e a funcdo desempenhada. Estes genes
sofrem um processo detranscricdo em RNAm, o qual,
por suavez étraduzido em umanova proteina. Estas
proteinas iréo entdo executar suas funcdes especifi-
cas, definindo o comportamento biolégico dacélulae
do tecido no qual elaestainserida.

Por protedmica compreendemos os estudos que
buscam relacionar adtividadetecidua ao conjunto depro-
teinas expressas em determinado momento. Ao contrario
da genémica, onde pesquisamos genes ou RNAmM, nos
exames de protedmica buscamos identificar diretamente
as proteinas presentes naquel e tecido em questao.

Aolongodosultimosanos, asandlisesteciduais
protedmicastem sido realizadas com o objetivo de evi-
denciar no tecido algumas das muitas proteinas ja
préviamente identificadas, as quais podem ser obser-
vadas a0 microscopio através da adicéo de anticorpos
monoclonais marcados col orimétricamente. Este mé-
todo, denominado como imunoistoquimica, encontra-se
ja estabelecido como um procedimento de rotina para
amaior parte dos |aboratorios de anatomia patol 6gica,
sendo utilizado paradiversasfinalidades, desdeaiden-
tificago da origem de um tecido metastético até a pes-
quisa de receptores celulares especificos para deter-
minados medicamentos . Apesar desta grande utili-
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dade, aimunoistoquimica permite aandlise daexpres-
sdo0 de apenas uma ou poucas proteinas de cada vez,
impossibilitando portanto, a identificagdo de todo um
conjunto de proteinas teciduais capazes de cobrir 0
espectro bioldgico de um tecido tumoral, o chamado
proteoma tumoral.

Outraformadeidentificar as proteinas expres-
sas em um tecido, empregada mais em laboratorios de
pesquisa, denomina-se Western Blotting, e baseia-se
na andlise de proteinas conhecidas separadas através
de umaeletroforese, e posteriormente destacadas tam-
bém pela adi¢éo de anticorpos monoclonais 3. Embora
Util parapesquisas, suacomplexidade elimitesndo tor-
nam este método adequado para uso clinico.

Ao contrario destes métodos, que necessitam
do conhecimento prévio das proteinas a serem
identificadas, umaabordagem novaerevolucion&riavem
sendo estudada recentemente com resultados bastan-
te interessantes. Esta se baseia na hipétese de que a
atividade proteoliticatumoral irdliberar nostecidos e
no sangue fragmentos de proteinas, os quais, embora
de composicdo desconhecida, poderéo apresentar ca-
racteristicas similares em portadores da mesma doen-
ca. Para detectar estes fragmentos, foram desenvolvi-
dos dois métodos de andlise, denominados respectiva-
mente de SELDI e MALDI, os quais detectam no san-

GOHGD
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Figura 4 - Exemplo de grafico resultante de uma anélise sérica
pelo método de SEL DI, onde podemos observar areprodutibilidade
da deteccéo de picos de fragmentos protéicos de tamanho seme-
Ihante em diferentes amostras de pacientes portadores de cancer
colorretal. (Extraido de Zheng e cols *?).
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gue, urina ou nos tecidos a presenca destes fragmen- estadiamento TNM das lesdes tumorais ressecadas a
tos protéicos através da espectrometria de sua massa, partir de amostras de sangue com uma acuraciaacima
obtendo assim picos cujareprodutibilidade em diversos de 85%.

pacientes portadores de uma mesma doenga ird suge- Ainda através daandlise do sangue pelatécni-
rir um padrdo diagndstico relacionado a esta, confor- ca de SELDI, Smith e cols ¢ obtiveram sucesso em
me demonstrado na Figura 4. identificar os pacientes que apresentaram umarespos-

Embora a experiéncia com estes métodos segja ta completa aterapia neoadjuvante com umasensibili-
aindalimitada, diversos estudos tem apresentados re- dade de 87%.

sultados bastante surpreendentes no sentido de obter Desta forma, observamos que embora os re-
elementos diagndsticos e progndsticos de alta preciséo sultados dos estudos sobre a biologia molecular do
guando comparados aos métodos convencionais. cancer colorretal, ndo sejam ainda claramente visi-

Trés estudos > analisando sangue de paci- veis do ponto de vistaclinico, inUmeros avancos tém
entes portadores de cancer colorretal e de controles, sido realizados no sentido de umamelhor compreen-
conseguiram fazer adiferenciacéo entre estesdois gru- sdo dadoenca, possibilitando umaprevisao realistaa
pos através do método de SEL DI com uma sensibili- curto ou médio prazo dadisponibilizacdo de recursos
dade de 93%, 95 e 95%, respectivamente. de amplo impacto, com potencial paraalterar de for-

Xu e cols 5, utilizando o0 mesmo método, fo- ma relevante os resultados do tratamento desta im-

ram mais especificos, e conseguiram prever o portante doenca.

ABSTRACT: Despite remaining as the main hope for emerging new concepts and strategies for treatment of colorectal cancer,
the lack of results with clinical impact over the last years may contribute to frustrate those not entirely aware about current
research data. So, the aim of this paper isto present a brief review since the first molecular biology studies in colorectal
carcinogenesis until recent advances in proteomics, in order to demonstrate the consistent production of new data supporting a
realistic expectancy for a near future availability of high impact resourcesthat may change dramatically the results of treatment
of colorectal cancer.

K ey words: Colorectal cancer; Molecular biology.
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