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Biologia molecular dos tumores
do trato digestivo

Carlos F. Dillenburg?, Luis Fernando Moreirat

Uma revolucdo no entendimento da génese do cancer humano vem acontecendo, e
sua natureza fundamentalmente genética foi reconhecida. Os canceres gastrointestinais
apresentam alta incidéncia e prognoéstico reservado na maioria dos casos quando da
sua apresentacdo em nosso meio. Espera-se que a biologia molecular traga novos
caminhos para o diagnéstico e tratamento mais efetivos. No nosso trabalho, séo
abordados os aspectos atuais da carcinogénese colorretal, esofagica e gastrica, bem
como 0s genes e seus sub-produtos (proteinas) envolvidos. As implicacdes clinicas
destes novos conhecimentos, como as aplicagdes no diagnéstico precoce, a existéncia
de marcadores progndsticos e a possibilidade de novos tratamentos, séo discutidos.

Unitermos: Biologia molecular, digestivo, gastrointestinais, tumores, carcinogénese,
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The Molecular biology of gastrointestinal tumors

Remarkable improvements in the understanding of the development of human cancer
and of its genetic nature have been reported. At our services, we have observed that
there is a high incidence of gastrointestinal tumors in our region and, also, that poor
prognosis occurs due to patients presenting with advanced stages of the disease. In
this sense, it is expected that molecular biology studies will bring new hope for more
effective diagnostic and treatment methods. Consequently, it is our objective to address
the current aspects on colorectal, gastric, and esophageal carcinogenesis and the
genes and products involved. The application of recent findings, used for early diagnosis,
the existence of markers for prognosis, and the possibility of using new methods of
treatment are discussed.
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Introducéo

Nos ultimos 15 anos, uma revolucao
aconteceu na compreensdo da génese do
cancer humano. A natureza fundamentalmente

genética desta doenca foi reconhecida e muitos
dos genes envolvidos foram identificados (1-
8). Nao é exagero afirmar que o mecanismo
geral do desenvolvimento do céancer ja é
conhecido, embora a maioria dos detalhes
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permaneca obscura. A maior parte destes
conhecimentos derivou do estudo de modelos
de sistemas virais, genéticos e da
carcinogénese quimico-induzida em animais.
Recentemente, estes estudos estenderam-se
aos sistemas cancerigenos humanos. Os
tumores gastrointestinais provaram ser um
eficiente modelo para o estudo do cancer
humano de ocorréncia espontanea (9).

Os tumores ocorrem reconhecidamente
como resultado da alteracdo de multiplos
genes. O desenvolvimento do cancer se daem
estagios desde a célula normal, passando por
varios tipos de lesbGes benignas, pelo
carcinoma nao-invasivo, até a doencga invasiva
metastatica. Aceita-se que as alteracfes
genéticas sao as responsaveis pela progressao
de estagio para estagio.

Este trabalho revisa os conhecimentos
atuais sobre a influéncia das lesfes
moleculares no desenvolvimento destes
tumores e discute as perpectivas atuais da
utilizacdo da biologia molecular como
ferramenta diagndstica e terapéutica nos
principais tumores gastrointestinais.

Tumores gastrointestinais

Os canceres gastrointestinais sao
responsaveis por grande parte dos tumores
humanos. Eles sé8o, quase sem excecao,
incuraveis quando grandes metastases estédo
presentes. Um dos objetivos da identificagéo
dos genes envolvidos no seu desenvolvimento
€ a esperanca de que isto possa trazer novos
caminhos para um tratamento mais efetivo.

O modelo de carcinogénese de multiplos
estagios sugere que multiplos eventos
genéticos sao responsaveis pela tumorigénese,
de forma sequiencial. Acredita-se que o estagio
fisico de desenvolvimento do tumor necessitaria
refletir um estagio mutacional individual. A
acessibilidade aos tecidos do trato digestivo e
a hierarquia das lesdes pré-malignas levaram
ao estudo da progressédo tumoral nestes
tecidos, especialmente através do carcinoma
colorretal.

Cancer colorretal

O estudo do cancer colorretal tem sido
um dos elementos mais importantes para a
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propria compreensdo dos mecanismos
genéticos envolvidos na génese das neoplasias
malignas. Isto se deve as caracteristicas
facilmente identificaveis de desenvolvimento
destes tumores, aliado a existéncia da polipose
adenomatosa familiar, a qual representa
possivelmente 0 mais completo e explicito
modelo de carcinogénese em todo o0 organismo
humano (10).

E considerado o modelo humano ideal
para a compreenséo da carcinogénese devido
a sua disponibilidade tecidual relativamente
facil, a existéncia de lesdes precursoras e
sindromes familiares claramente definidas
(polipose adenomatosa familiar), além do
avancado estagio de conhecimento de seu
processo de carcinogénese (9).

Em consequéncia disto € imprescindivel,
para a compreensao das doencgas neoplasicas,
0 estudo das alteracfes genéticas envolvidas
no cancer colorretal, assim como suas
repercussdes sobre o ciclo celular no epitélio
intestinal. Parece ser importante uma
abordagem de alguns elementos béasicos para
gue esta compreensdo se dé de forma mais
harménica.

Revisao do ciclo celular do epitélio intestinal
normal

O epitélio colorretal & formado por células
organizadas na forma de criptas. Dentro destas
criptas, desenvolve-se um ciclo de proliferagao
celular organizado de forma que as células
primitivas, situadas junto a membrana basal ou
"fundo” da cripta, sofrem um processo de
diferenciacédo celular na medida em que
ascendem em direcdo a superficie epitelial,
onde irdo assumir as funcdes de epitélio
intestinal, como produg&o de muco, absorgéo
e secrecdo entre outras (figura 1). Uma vez
atingido o epitélio propriamente dito, estas
células ja diferenciadas passardo a manter
contato direto com os elementos contidos na
luz intestinal, estando sujeitas a agressodes
fisicas e quimicas, além de inflamatorias,
infecciosas e traumaticas. A exposicao
permanente poderia induzir alteracdes no DNA
celular, que poderiam ser transmitidas a
sucessivas geracoes de células resultantes de
sua divisdo mitotica. Para reduzir tais riscos,
apos um periodo de alguns dias, estas células
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Figura 1. Ciclo celular do epitélio intestinal normal.

Modificado de Rossi BN (53).

entram em um processo de morte celular
programada, denominado apoptose, sendo
assim eliminadas para a luz intestinal e
posteriormente substituidas por outras células
oriundas do processo de diferenciacdo na cripta
intestinal. Esta série de eventos compde o ciclo
normal de proliferagéo do epitélio intestinal, que
caracteriza-se pelo equilibrio fisiolégico entre a
formacado de novas células e morte daquelas
ja alteradas através da apoptose (10,11).
Outro fator de grande importancia para a
integridade do tecido epitelial € 0 mecanismo
dindmico de 3 células. Esta

Modificado de Rossi BN (53).
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complexo protéico E-caderina-catenina (figura
2) (12,13). A E-caderina € uma proteina
transmembrana, composta por segmentos
extra e intracelulares. O segmento extracelular
possui a funcdo de estabelecer fixacdo a outra
E-caderina da célula adjacente através de
ligacbes célcio-dependentes. A porgao
intracelular mantém-se fixa ao citoesqueleto
através da proteina catenina, para manter
assim a integridade tecidual.

Além da fixacdo entre as células, esta
adesdo celular é capaz de promover a
sinalizacdo entre elas. Este é um fator
etabolismo e

Figura 2. Adeséo celular pelo complexo
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Tabela 1. Proteinas envolvidas na carcinogénese colorretal

Proteina Funcéo Acéo

APC Supresséo Acao reguladora sobre a proliferagé@o celular epitelial

K-ras Estimulacdo (oncogene) Transmissao membrana-nuicleo de ativacéo do
crescimento e diferenciagdo celular a partir de
estimulos extra-celulares

DCC Supresséo Acéo na adeséo celular, reduzindo o potencial
metastéatico

p53 Supresséo Deteccao de falhas no DNA da célula e blogueio da

Proteinas de reparo  Reparo

divisdo celular para que ocorra o reparo da lesdo ou
morte celular

Remocédo de segmentos alterados de DNA e insergdo
de um novo segmento, contendo a sequéncia correta

divisdo celulares, que sao dependentes de
estimulos oriundos de origens extracelulares.
Para que o elo de informacé&o seja completado,
a transducao através do citoplasma de sinais
oriundos da membrana celular é feita
principalmente por um grupo de proteinas do
grupo ras, cComo sera exposto posteriormente.
Qualquer anormalidade nesta comunicagéo
membrana-ndcleo podera resultar em um
desequilibrio no ciclo celular epitelial (10).

Assim, para a manutencdo do equilibrio
fisiol6gico do epitélio intestinal, € necessario,
além da maturacao celular e apoptose, que se
mantenha integro o mecanismo de adeséo entre
as ceélulas (complexo E-caderina — catenina) e
a comunicacao membrana-nucleo funcionante
(grupo ras). Alteracdes nestes eventos poderao
ter como consequéncia o desenvolvimento de
uma doenca neoplasica (10).

Proteinas envolvidas na carcinogénese

O DNA celular herda uma série de genes
capazes de gerar proteinas especificas, que
irdo atuar ao longo do ciclo da vida celular,
garantindo a ocorréncia da proliferacao epitelial
em condic¢des fisiologicas ou suspendendo o
processo em caso de anormalidades. Estas
proteinas irdo realizar, entre outras fungées, o
metabolismo intracelular e seu relacionamento
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com as outras células e estruturas
extracelulares. As alteracdes genéticas
relacionadas ao cancer colorretal podem
comprometer a formagéo destas proteinas,
gerando alteragdes que poderdo resultar no
surgimento de uma neoplasia (14).

S&o apresentadas a seguir algumas das
proteinas mais importantes envolvidas no ciclo
epitelial e que frequientemente relacionam-se a
carcinogénese intestinal (estas proteinas estao
resumidamente apresentadas na tabela 1):

. Proteina APC (adenomatous
polyposis coli) - seu gene situa-se no
cromossomo 5 e apresenta-se mutado em
todos os casos de polipose adenomatosa
familiar, dai derivando seu nome (10,15,16).
Esta mutacéo do gene APC € a marca genética
da polipose adenomatosa familiar e, sendo
adquirida de forma hereditaria, deve ser
encontrada em todas as células do individuo.
Esta mutacdo, e conseqiientemente seu
produto (proteina APC), esta também
relacionada a génese das neoplasias colorretais
esporadicas em pelo menos 2/3 dos casos,
compreendendo desde o0s pequenos
adenomas até as neoplasias malignas mais
avancgadas (9,15). A incidéncia de mutacdes do
gene APC aumenta em relacéo direta com a
progresséo do processo neoplasico. Alteragbes
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da proteina APC s&o encontradas em cerca de
30% em pequenos adenomas tubulares e em
mais de 80% dos casos de adenocarcinomas
colorretais (10). Acredita-se hoje que a mutagéo
do gene APC seja uma das etapas iniciais do
processo sequencial de mutagdes genéticas
da carcinogénese. Nao esta definida a funcao
da proteina APC. Sabe-se que esta associada
a concentracao das proteinas intracelulares a
e b-cateninas, as quais ligam-se as E-
caderinas para adesdo e comunicacgao
intercelular, como anteriormente mencionado.
Além disso, demonstrou-se que a proteina APC
exerce uma funcao reguladora na proliferacao
epitelial através do bloqueio do ciclo celular
entre a primeira fase de repouso (G1) e a fase
de sintese protéica (S), levando a uma parada
na producéo de novas células (9,10).

. Proteina K-ras - faz parte de um grupo
de proteinas ras, denominacdo oriunda do
achado de mutagcBes destas proteinas em
sarcomas de ratos (RAt Sarcomas). Neste
grupo, sao identificados 3 subgrupos: N-ras,
Harvey-ras (H-ras) e Kirsten-ras (K-ras), sendo
este ultimo mais freqlientemente citado devido
ao seu envolvimento no surgimento dos
tumores colorretais. Tém a funcao de realizar
a transducédo do sinal oriundo da membrana
celular, através do citoplasma até o nuacleo.
Promovem a ativacdo do crescimento e
diferenciacdo celular a partir de estimulos
extracelulares como fatores de crescimento,
horménio, neurotransmissores, citoquinas, etc.
(1,3,16-22). A importancia desta fungéo se
deve a necessidade da célula de ajustar seu
ciclo reprodutivo ao meio tecidual ao qual esta
inserida (10). Uma eventual mutacao que torne
esta proteina persistentemente ativada ira
representar um estimulo permanente a
proliferacéo celular. Por este motivo, 0 gene
responsavel pela produgéo da proteina k-ras,
situado no cromossomo 12, é considerado um
proto-oncogene, que ativado transforma-se em
um oncogene (gene cuja ativagao representa
um estimulo ao desenvolvimento de neoplasias)
(17). Alguns estudos tém demonstrado que
mutacgOes de k-ras estdo presentes em cerca
de 40-60% dos carcinomas colorretais ou
adenomas maiores que 1 cm (16,21). Acredita-
se que a ativacao da proteina k-ras devido a
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mutagao génica representa um passo precoce
na formacdo de neoplasias colorretais,
aumentando a incidéncia de mutacdes de
acordo com a progressao do tamanho e grau
da neoplasia, em especial na transicdo de
adenomas pequenos para intermediarios.
Pode, no entanto, apresentar uma tendéncia a
uma menor ativacdo em carcinomas em
estagios mais avancados, para 0s quais
aparentemente o estimulo ras torna-se menos
importante (10).

. Proteina DCC (deleted in colorectal
cancer)- presente também no sistema nervoso
central e sistema reticuloendotelial. Sua
descoberta, bem como seu nome, deve-se ao
achado de que cerca de 70-80% dos
carcinomas colorretais apresentam uma
delec&o do braco longo do cromossomo 18,
onde se situa o gene DCC. Por isso, é
considerado um gene supressor tumoral (23).
A proteina DCC desempenha uma importante
funcéo relacionada a adeséao celular, sendo
uma proteina transmembrana (17). Ademais,
uma significativa correlagdo entre a
concentracao tumoral do gene DCC e o prog-
nostico do paciente tém sido demonstrado
(24,25). Shibata et al. (25) demonstraram que
pacientes portadores de cancer colorretal em
estadio Il apresentaram sobrevida em 5 anos
de 94,3% quando a proteina DCC estava
presente no tecido tumoral, e de 61,6% quando
a proteina ndo estava presente (P <0,001). Em
estadio I, os indices de sobrevida aos 5 anos
foram de 59,3% e 33,2% respectivamente (P =
0,03). Embora outros autores questionem o
verdadeiro papel da proteina DCC como
elemento supressor tumoral, existe uma
tendéncia a acreditar que a perda desta proteina
possa comprometer seriamente a capacidade
de adesao celular no cancer colorretal,
favorecendo assim um maior potencial
metastatico (10).

. Proteina p53 (guardida do genoma) - é
a proteina de maior importancia entre as
proteinas envolvidas no processo
carcinogénico. O gene p53 situa-se no brago
curto do cromossomo 17 (17p). Mutacdes da
proteina p53 sdo encontradas em cerca de
50%-70% de todos os canceres humanos, e
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em mais de 50 tipos diferentes, como os
tumores da bexiga, cérebro, mama (40%),
cérvix uterina, colon e reto (70%), esbfago,
laringe, figado, pulmdes (50%), ovarios,
pancreas, prostata, pele, estdmago e tiredide
(2,3,9,10,21,25-34). Quando esta mutacéo €&
adquirida de forma hereditaria, é responsavel
pela Sindrome de Li-Fraumeni, uma doenca
familiar cujos portadores irdo desenvolver
tumores malignos invasivos em 50% dos casos
até os 30 anos e mais de 90% até os 70 anos
de idade. A p53 possui a funcéo de detectar as
eventuais falhas existentes no DNA da célula
prestes a se dividir e impedir que estas se
propaguem a linhagem celular subseqiente.
Elevacdo da expressao de p53 resulta em
parada do ciclo em G1 e apoptose subsequiente
se nao foi possivel reparar o dano detectado. A
p53 também regula a transicdo G2/M do ciclo
celular (9). Na fase de repouso (fase G1),
iniciam-se eventos visando a duplicagdo de seu
conjunto de 23 pares de cromossomos. No final
desta fase, situa-se o0 ponto de controle habitual
(checkpoint), momento em que a proteina p53
confere a integridade da duplicacéo
cromossomal desenvolvida até aquele ponto.
Segue-se uma fase de sintese (fase S), durante
a qual se da a duplicacdo do conjunto de 23
pares de cromossomos, passando a 46,
visando a divisdo celular posterior. Porém,
antes que a divisao celular ocorra, a célula entra
em novo periodo de repouso, a fase G2.
Durante esta fase, a célula tetraploide é
preparada para a mitose, e novamente o DNA
duplicado é conferido (segundo checkpoint)
pela proteina p53, a fim de detectar eventuais
defeitos ou muta¢cdes cromossdémicas
ocorridos durante a duplicacdo. Estas
alteragbes podem ser causadas por fatores
externos, como a exposi¢cdo a drogas ou
radiacdes, hipdxia, ou internamente, como
falhas no préprio mecanismo mitético. A
proteina p53, uma vez identificado a existéncia
de uma anormalidade no DNA da célula em
divisdo, promove uma parada do ciclo celular
na fase G1S, durante a qual 2 caminhos
poderdo ser seguidos: o reparo da leséo no
DNA (através das proteinas de reparo), ou a
inducdo da morte celular através da apoptose.
Por isso, 0 gene p53 é considerado um gene
supressor de tumor e o guardido do genoma,
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por preservar a duplicacdo errbnea de um
modelo (9,10,35). Existem hoje, comercial-
mente, dois métodos de deteccdo de niveis
teciduais de proteina p53: 1) imuno-
histoquimica — obtém-se a visao direta, com o
uso do microscoépio, da quantidade de proteina
p53 existente nas células, através de sua
coloracdo por anticorpos especificos. Devido
ao fato de a proteina p53 selvagem (ou nao-
mutada) possuir meia-vida curta, ndo é esta a
forma visualizada no exame, e sim, é
visualizada a proteina p53 na sua forma mutada,
gue nao € normalmente metabolizada e, por
esta razao, possui uma meia-vida mais longa;
2) reagdo em cadeia da polimerase (PCR) —
pesquisa-se mutacées no gene p53 apds
amplificacdo do DNA. E um método mais
preciso, por analisar especificamente a
sequéncia de pares de bases existentes no
gene em questdo. Devido a sua complexidade,
sua utilizacao clinica & hoje ainda pouco viavel,
embora seja usado de forma rotineira em
centros para estudos genéticos (10,17,28).
Em relacéo ao cancer colorretal, estuda-
se atualmente a aplicabilidade clinica da
proteina p53 no diagnostico (4,26), tratamento
(27) e progndstico (28,30-33). Embora ainda
existam controvérsias, tumores com elevada
incidéncia de mutacdes na proteina p53
apresentam uma maior probabilidade de
recidiva e menores indices de sobrevida.

. Proteinas de reparo - é um grupo de
proteinas que realiza o reparo da alteragéo do
DNA, apés a intervencdo da proteina p53
durante a fase G2. Foram descritos 5 genes
até o momento: hMSH2, hMLH1, hPMS1,
hPMS2 e hMSH®6. Estas proteinas possuem a
capacidade de remover um segmento de DNA
contendo uma alteracéo na sequiéncia de bases
e inserir um novo segmento contendo a
sequéncia correta, baseando-se na sequéncia
existente na fita complementar do DNA. A falha
no funcionamento destas proteinas ir causar
uma grande instabilidade no genoma, ou seja,
os defeitos na sequéncia de pares de base que
ocorrem de forma aleatéria na replicacdo do
DNA deixam de ser reparados adequadamente,
gerando um acumulo de anormalidades
genéticas que favorecem o surgimento do
cancer (10).
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. Instabilidade de microssatélites, erros
de replicacdo (RER) - A molécula de DNA
consiste em uma gigantesca sequéncia de cerca
de 3 hilhdes de nucleotideos (adenina, guanina,
citosina, timina). Algumas seqiéncias irdo
formar as diferentes proteinas do organismo
humano, enquanto que grandes segmentos do
material genético ndo possuem uma funcéo
reconhecida até o momento. Além disso, existem
seqliéncias que sao encontradas de forma
repetitiva (em até milhares de vezes) ao longo
do genoma. Dentre estas, encontram-se as
microssatélites, que sao pequenas sequéncias,
usualmente inferiores a 10 pares de bases de
nucleotideos, situadas em segmentos nédo
codificantes de proteinas. A extensdo destas
sequéncias deve ser exatamente a mesma em
todas as células de uma mesma pessoa. Através
de eletroforese, compara-se amostras de
células de tecido normal (esfregaco de mucosa
oral, por exemplo) com células tumorais.
Encontrando-se diferengas entre os pesos
moleculares dos microssatélites das 2
amostras, teremos uma demonstracéo de que
ocorreram mutacdes nas seqUéncias de
microssatélites no tecido tumoral, com perda de
nucleotideos. A estas mutagdes da-se o0 nome
de instabilidade de microssatélites, achado
caracteristico de um funcionamento deficiente
das proteinas de reparo (nismatch repair).
Nestes casos, 0 tumor em questédo € descrito
como sendo RER (+), ou seja, positivo para
erros de replicagéo (replication error) (10,37).
Existe hoje grande importancia clinica
guando demonstra-se RER (+) em um tecido
tumoral: tumores malignos colorretais RER (+)
—tendéncia a localizar-se em colon direito, maior
incidéncia em mais jovens; embora mais
freqlente em carcinomas pouco diferenciados
e produtores de muco, varios relatos referem
melhores indices de sobrevida (37,38);
predisposi¢cdes autossdbmicas dominantes ao
cancer colorretal podem estar associadas a
defeitos em genes formadores de proteinas de
reparo, especialmente os hMSH2 e hMLH1. A
heranca destes defeitos determina o
desenvolvimento do cancer colorretal hereditario
nao polipodide (mais conhecido pela sigla em
inglés, HNPCC). RER (+) esta presente em mais
de 90% dos tumores colorretais em portadores
de HNPCC, e apenas em cerca de 15% dos
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canceres colorretais esporadicos. Com o achado
de um cancer colorretal RER (+), € mandatorio
investigar se este paciente pertence a uma
familia de portadores de HNPCC (9,10,39).

Carcinogénese colorretal

Qualquer teoria elaborada sobre
carcinogénese colorretal ndo deve ignorar que
seu desenvolvimento inclui mdltiplas variaveis,
como elementos externos (agentes ambientais
e dietéticos), bem como fatores internos de
natureza somatica ou hereditaria.

Fatores externos (ambientais e dietéticos)
— existem evidéncias irrefutaveis de que
elementos dietéticos e possivelmente
ambientais desempenham um papel significativo
no desenvolvimento do céncer colorretal (10).
Algumas destas evidéncias séo:

. maior incidéncia em paises da Europa e
Ameérica do Norte;

. predominancia em populagdes urbanas;
. correlagcdo positiva com o grau de
desenvolvimento cultural das regides.

Estas diferencas populacionais parecem
obedecer muito mais a fatores dietéticos e
ambientais do que a uma eventual predisposi¢ao
genética, uma vez que individuos migrantes de
areas de menor risco para regides de maior
incidéncia de cancer colorretal tendem a adquirir
uma maior probabilidade de desenvolver a
doenca, passando a apresentar os riscos desta
nova regiao.

Dentre os fatores dietéticos
especificamente, destacam-se 0 baixo consumo
de fibras vegetais, a ingestao de gordura animal
e a reducao na ingesta de calcio como fatores
de risco.

Fatores internos (natureza somatica ou
hereditaria) — nas ultimas décadas, varios
pesquisadores vém estudando estes fatores em
bases histolégicas e, mais recentemente, em
bases da biologia molecular.

Modelos de carcinogénese colorretal

A polipose adenomatosa familiar auxiliou
de forma decisiva a compreenséo da etiologia
do céancer colorretal por representar um
verdadeiro modelo in vivo de carcinogénese.
Nela, coexistem os multiplos estagios da
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carcinogénese, podendo ser encontrados num
mesmo paciente desde uma mucosa normal
até a presenca de um cancer e ainda polipos
adenomatosos em diversos estagios
intermediarios de tamanho e displasia.

H& varias décadas encontra-se
estabelecido o conceito de que todo pélipo
adenomatoso apresenta um potencial para
malignizacao e que este potencial é proporcional
ao tamanho do pdélipo, podendo atingir indices
acima de 30% em les@es polipdides vilosas e
sesseis com base extensa (10).

Varios estudos demonstraram que existe
correlacéo entre o tamanho do adenoma e tipo
de proteina mutada, estabelecendo desta forma
uma correlacao entre o estagio do adenoma e
a alteracdo genética. Vogelstein et al. (40)
relataram que a proteina k-ras apresentava
mutacao em 58% dos adenomas maiores que
10 mm, e em apenas 9% daqueles menores
que 10 mm. De Benedetti et al. (15)
demonstraram que 77% dos adenomas vilosos
ou tubulovilosos apresentavam mutacdo do
gene APC, enquanto que apenas 33% dos
adenomas tubulares, de menor potencial
maligno, apresentavam a mesma mutacao.

Sequéncia adenoma-carcinoma

Fearon & Vogelstein, em 1990 (41),
propuseram um modelo genético capaz de
explicar a evolugéo de uma lesao colbnica pré-
maligna em maligna — a sequéncia adenoma-
carcinoma. Eles demonstraram que o
surgimento de tumores colorretais € o resultado
de um acumulo seqiiencial de 4 ou 5 mutacdes
distintas, correspondendo cada uma destas a
um estagio histologico diferente nesta
sequéncia adenoma-carcinoma (figuras 3 e 4).

Primeiro estagio: mutagdo do gene APC
- parece ser a primeira alteracao na sequéncia
adenoma-carcinoma. Uma mutacao que inative
a proteina APC resultara na perda de sua
funcao reguladora sobre a proliferacéo epitelial,
levando a uma maior producéo celular, ao
surgimento de um estado hiperproliferativo e
consequentemente a formagao de um pequeno
adenoma.

Uma das primeiras consequéncias da
mutacdo do gene APC seria a hipometilagéo
do DNA. Um dos fatores reguladores
intrinsecos desta replicacdo do DNA ¢é a
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colocacdo de um radical metila na cadeia de
DNA, anteriormente a um determinado gene,
de forma a impedir a leitura deste. Assim sendo,
a falta deste radical metila, ou hipometilagéo,
ird servir como um estimulo a proliferacao
celular.

Segundo estagio: ativacao da proteina k-
ras — uma vez existindo o desequilibrio da
proliferag&o celular de um adenoma inicial, uma
mutacao adicional no gene K-ras ira produzir
uma proteina alterada, que funcionara como
um oncogene, estimulando ainda mais a
proliferacéo e contribuindo para uma evolucéo
do adenoma inicial para um adenoma
intermediario.

Terceiro estagio: mutacdo da proteina
DCC - ¢é adicionada a perda da capacidade de
aglutinacédo celular. Esta mutacéo foi
encontrada em 70-80% dos carcinomas
colorretais e 50% dos adenomas tardios,
caracterizando-se como uma alteragao tardia
no processo da carcinogénese (9,10,41).

Quarto estagio: mutacao da proteina p53
— considerada como a alteragédo decisiva no
processo de malignizacdo de uma leséo
adenomatosa benigna, sendo encontrada em
cerca de 75% dos carcinomas colorretais e
relativamente infreqiiente nos adenomas em
qualquer estagio. A perda da funcéo da proteina
p53 em tecido ja em estado de hiperproliferacéo
causara um acumulo de mutacbes
cromossOmicas, caracteristica basica nos
carcinomas invasivos e metastéticos.

Existem indicios de que o acumulo
destas mutacdes é mais importante do que sua
ordem de ocorréncia, embora esta sequiéncia
de mutagdes pareca ocorrer preferencialmente
na maioria dos casos. Fearon & Vogelstein (41)
relataram ainda que 7% dos adenomas iniciais
apresentam mais de uma das 4 mutagdes,
enquanto que 25% dos adenomas
intermediarios, 49% dos adenomas tardios e
90% dos carcinomas apresentam pelo menos
2 das 4 mutacoes.

Reparos de defeituosos (mismatch repair)
Representa um outro caminho capaz de
promover a carcinogénese (39) (figura 3). A
principal caracteristica genética é, como
descrita previamente, a perda da funcdo dos
genes responsaveis pelo reparo do DNA,

Revista HCPA 2001;21 (1)



Biologia molecular dos tumores do trato digestivo

Carcinogénese através da ocorréncia de erros de

replicacdo (RER+)

Dillenburg & Moreira

Carcinoma

Acumulo de mutagdes

Instabilidade de
microssatélites

Epitélio normal

Mutag6es nos genes de reparo
hMSH2, hMLH1, hPMS1,
hPMS2 e hMSH6

Figura 3. Reparos defeituosos (mismatch repair)

conhecidos como hMSH2, hMLH1, hPMS1,
hPMS2 e hMSH6. Mutagdes dos genes APC,
K-ras, DCC ou p53 sé&o raramente encontradas
em portadores de cancer colorretal hereditario
ndo-polipéide (HNPCC). Como resultado,
observaremos um acumulo de mutacdes
genéticas no DNA, o qual irhd desencadear um
processo de carcinogénese distinto do descrito
previamente, ndo estando esclarecida a
participacdo ou ndo da sequéncia adenoma-
carcinoma. Acredita-se que 15% dos
carcinomas colorretais esporadicos sejam
formados a partir deste caminho.

Carcinogénese a partir de adenoma plano

E um terceiro caminho para o surgimento
do céncer colorretal, postulado principalmente
por autores japoneses (42,43). Baseia-se na
formacdo de carcinomas a partir de mucosa
macroscopicamente normal (também
conhecido como carcinoma "de novo"),
identificados endoscopicamente como areas
com discreta elevacdo acompanhada de
coloracdo avermelhada e ocasionalmente
contendo uma depresséao central. O estudo
histol6gico € compativel com adenoma tubular
com tendéncia a expansao lateral através da
muscular da mucosa e uma elevada freqiiéncia
de atipias severas. Estas areas, denominadas
como adenomas planos, foram relacionadas ao
surgimento de carcinomas "de novo". Foi
relatada a existéncia de uma transmissao
familiar chamada de sindrome do adenoma
plano hereditario (da sigla em inglés HFAS).
Existem controvérsias a respeito de sua
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importancia na carcinogénese colorretal, bem
como de sua real incidéncia. Isto se deve ao
fato de que uma vez deformada a parede
coldnica quando do diagndstico ndo se pode
precisamente determinar se a leséo precursora
foi realmente uma lesdo polipdide ou plana.
Considera-se que o indice de malignizacéo dos
adenomas planos pode atingir até 13%. Nao
existem ainda evidéncias capazes de explicar
em bases moleculares este possivel processo
de carcinogénese "de novo" (10).

Cancer esofagico

Existe uma forte associagao entre
cancer esofagico e fatores ambientais. Sua alta
incidéncia em certas areas geograficas e sua
forte relacdo com tabagismo, consumo de
bebidas alcodlicas e outras toxinas € bem
conhecida (9). Mutacdes de p53 e a perda da
heterozigose do gene APC sao achados
frequentes no carcinoma de esofago (2,44)
(tabela 2). A incidéncia de mutacao de ras é
praticamente nula. Ndo se sabe se ha a
mutacdo de ras ou a ativacdo do receptor de
tirosina quinase (com consequente ativacao
dos complexos ciclina/CDK). Sabe-se que a
ativacédo dos receptores de tirosina quinase
determina um aumento da expressao de ciclina
D, que acaba por resultar na liberacéo de fator
de transcri¢cdo, com progressao para a fase G1
do ciclo celular. Demonstrou-se que 0 gene
para ciclina D1 encontra-se amplificado em
cerca de 20% dos casos de cancer do esofago
(7). pl6 inibe a CDK, que regula
especificamente a atividade da proteina
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Tabela 2. Proteinas envolvidas na carcinogénese esofagica

Proteina Funcao Observacbes

APC Supresséao Mais relacionada ao es6fago Barrett/adeno CA
p53 Supresséao Achado freqliiente

p21 Supresséao Ativada pelo p53, inibe complexos ciclina-CDK
Proteinas de reparo Supresséao Mais frequente no esdfago Barrett/ adeno CA
pl6 Supresséao 50% nos CCE

pRb Supresséao Bloqueio célula na fase G0O/G1

Ciclina D1 Reparo Amplificado em 20% dos casos

guinase associada a ciclina D. Encontra-se
mutacdo do gene pl6 em aproximadamente
50% dos casos de carcinomas de células
escamosas de esbfago (CCE). Portanto,
provavelmente a ativagao funcional de ciclina
D proteina quinase é um evento necessario para
o desenvolvimento de cancer esofagico e pode
ser mediado tanto pela superexpressédo de
ciclina D quanto pela falta de p16 (9,45).

Outro evento que parece estar associado
ao desenvolvimento do cancer esofagico € o
aumento de receptores de fator de crescimento
epidérmico (EGFr) e HER2/neu, pois estes sao
encontrados superexpressos em proporgdes
significativas (6,46).

A esofagite crbnica esta associada a
uma lesao pré-maligna, o eséfago de Barrett.
Reid et al. (47) estudaram exaustivamente as
bases moleculares da progressédo maligna no
estfago de Barrett. Eles demonstraram que a
instabilidade em regifes microssatélites e
mutacdes dos genes p53 e APC sdo comuns
e devem ser eventos iniciais no processo da
carcinogénese esofagica (48). Alteracdes em
regibes microssatélites sdo mais comumente
encontradas nos adenocarcinomas
(associados ao esbfago de Barrett) do que nos
CCE. Foi observado que mutacdes do gene p53
ocorrem precocemente nestas lesfes, e
algumas vezes antes mesmo da perda da
heterozigose do gene APC.
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Apesar do grande esforco para se
determinar a relevancia clinica desses achados,
sua correlacdo com o prognadstico ainda nao
pode ser determinada de forma definitiva (45).

Os mecanismos ja conhecidos que
participam da carcinogénese esofagica e suas
consequéncias sobre o ciclo celular encontram-
se resumidos na figura 4. Uma vez ativada, a
p53 promove seu efeito inibitério sobre varias
proteinas. Uma das vias que recebe este efeito
€ a constituida pelas proteinas p16, ciclina D1,
guinase dependente de ciclina-4 (CDK-4) e a
pRb. O gene pl16 € um inibidor do complexo
ciclina CDK-4, e encontra-se mutado em cerca
de 50% dos casos (pl6 = gene supressor
tumoral). A pRb € uma fosfoproteina que regula
o ciclo celular: quando ativa, paralisa a célula
na fase de GO/G1, bloqueando o avancgo
através da fase S, através da ndo ativacéo dos
fatores de transcrigdo génica (FT), impedindo
assim que estes exercam sua funcao
transcricional. O complexo ciclina-CDK-4 pode
inativar a pRb, liberando os FT para a sintese
protéica, permitindo a passagem da fase G1
para S. Quando p53 é ativada, ocorre a
transcricdo do gene p21, que codifica um
proteina inibitéria dos complexos de ciclina-
CDK. Com isso, p53, via p21, bloqueia a
transcricdo de genes fundamentais para a
transcricdo da fase G1 para S - checkpoint
(figura 4) (17,45).
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Cancer gastrico

O céancer de estbmago € a segunda
doenca maligna mais comum no mundo.
Embora alteracdes dos genes p53 e APC e
instabilidade em regi6es microssatélites
ocorram em frequéncia significativa nos
carcinomas do estdbmago, existe pouca
associacao entre esses achados e a
progressao da doenca (49-51). Sabe-se que a
superexpressao de HER/neu é encontrada em
40% dos carcinomas gastricos e deve
constituir-se em objeto de estudo com finalidade
terapéutica no futuro (52). Estudos continuam
a ser desenvolvidos na tentativa de identificar
as alteragbes biomoleculares envolvidas na
carcinogénese dos tumores gastricos.
Entretanto, nao foi possivel até o0 momento
demonstrar os diversos passos envolvidos, e
as descobertas foram destituidas de correlacao
clinica (45).

Superexpresséo de

Mutacado de p53
(achado frequente)

HR2/neu

p53

~~

p21

Dillenburg & Moreira

Implicagdes clinicas

Em um curto prazo, existem 3
aplicacOes clinicas para a relagcédo entre os
eventos moleculares requeridos para a
carcinogénese e a sua resposta para o
desenvolvimento tumoral no hospedeiro:

1. Diagnoéstico precoce: ja existe suporte
tecnolégico para a deteccao de ras, p53 e
outras mutacdes nas fezes, suco gastrico e
secrecdes pancreaticas (9,20,26). Embora
factivel, existem questdes a serem definidas,
como a real sensibilidade dos exames em
relagéo aos seus padrdes-ouro e os problemas
de custo-efetividade. Nao se sabe se a triagem
de mutacdes nas fezes é superior a triagem
endoscopica. Por exemplo, em individuos de
alto risco com HNPCC ou es6fago de Barrett,
a triagem biomolecular parece ser

Superexpressdo de EGFr

tirosina quinase

f Ativacao de receptores
“—

Mutagéo
de p16
p16 (50%)
‘( Amplificagdo do
gene ciclina
D1 (20%)

. (inativo)
Mitose

Outros eventos:
eInstabilidade em microssatélites
*Mutacbes do APC

S~y

Adenocarcinoma

. e
S

e
(ativo)
Figura 4. Mecanismos e alteragcdes genéticas envolvidos na carcinogénese esofagica.
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economicamente factivel, porém, ndo se tem
definicdo em relacdo ao seu padrao-ouro, a
endoscopia.

2. Marcadores prognésticos: mutacdes em
p53, DCC e perda da heterozigose tém sido
relatados como marcadores de pior prognostico
(9). Nao esté claro quais suas vantagens em
relacdo aos critérios patolégicos tradicionais.
Realisticamente, o prognostico dos canceres
pancreaticos e esofagicos é tdo pobre que é
dificil imaginar que marcadores definiriam um
subgrupo com uma significativa melhora nos
resultados. Marcadores sdo provavelmente
mais Uteis para definir quais individuos nos
estadios Il e Ill de canceres gastricos e
colorretais terdo mais probabilidade de recidivar
ou responder a determinada terapia adjuvante.
Desta forma, a correlacdo de caracteristicas
clinicas com as alteracbes genéticas podem
ser promissoras (9).

3.  Novos tratamentos: varios trabalhos
baseiam-se na idéia de que a viabilidade de um
carcinoma depende da ativacéo ou inativagao
de certos produtos genéticos. Assim, a inibi¢cao
de proto-oncogenes ou a reintrodugéo de proto-
oncogenes inativados foi tentado com sucesso,
e, N0 momento, parece pelo menos possivel
de realizagdo. A reintroducéo do p53 natural
(wild-type), DCC ou APC ndo mutados, ou
bloqueio do k-ras mutado levaram a parada do
crescimento ou areversao do cancer colorretal

(9).

Varias estratégias foram desenvolvidas:
. reintroducédo dos genes supressores
naturais (wild-type) dentro dos tumores,
utilizando vetores virais: estudo encontra-se em
fase pré-clinica, focado no p53 em cancer de
pulmao;
. introducéo de peptideos que, ligados a
forma mutada de p53, induziriam a
conformacéo ativa (ndo-mutada) deste;
. teste de drogas, em modelos murinos,
gue inibiriam o potencial maligno de células que
contenham mutacdes em genes supressores
tumorais na linhagem celular germinativa: varios
estudos em andamento;
. desenvolvimento de novas drogas que
inibam a atividade dos produtos de proto-
oncogenes mutados ou superexpressados:
abordagem farmacoldgica tradicional;
. inibicdo farmacolégica do p21ras:
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estratégia recente, mostrou induzir regressao
tumoral com pouca toxicidade em animais.
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