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Resumo

O cancro colo-rectal (CCR) é uma patologia, com uma incidéncia mundial de cerca de |
milhdo de casos por ano e uma mortalidade de mais de 500.000 casos por ano. O numero
absoluto de casos aumentara nas préximas duas décadas, como resultado do envelhecimento
e da expansao das populagoes, tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento (Organisation et al., [s.d.]).

Ao longo das Ultimas trés décadas, estudos de genética molecular tém revelado algumas
mutagoes criticas subjacentes a patogénese de formas esporadicas e de formas hereditarias
de cancro colo-rectal. Alguns genes supressores de tumor e oncogenes, designadamente os
genes da polipose adenomatosa colica (APC), o gene homodlogo do virus do sarcoma de
Kirsten (KRAS) e o gene supressor de tumor proteina 53 (TP53), encontram-se,
frequentemente, mutados numa fragao consideravel de CCRs e que podem, assim, ser
responsaveis pela transformac¢ao maligna (Schweiger et al., 2013; Fearon, E. R, 2011). Esta
monografia teve como objetivo a revisio dos mecanismos que estio na base do
desenvolvimento do CCR, procurando conhecer os biomarcadores com potencial aplicagao

clinica no diagnéstico e a sua utilidade na terapéutica.

Palavras-Chave
Biomarcadores, Cancro colo-rectal, Gene Homodlogo do Virus do Sarcoma de Kirsten,

Gene Polipose Adenomatosa Célica, Gene Supressor de Tumor Proteina 53, Oncogenes.
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Abstract

The CRC (colorectal cancer) is a worldwide problem, with an annual incidence of
approximately | million cases and an annual mortality of over 500,000 cases. The absolute
number of cases will increase in the next two decades as a result of aging and expanding
populations, both in developed countries and in developing countries.

Over the past three decades, molecular genetic studies have revealed some critical
mutations underlying the pathogenesis of the sporadic and inherited forms of colorectal
cancer (CRC). It has been discovered a set of tumor suppressor genes and oncogenes, most
prominently adenomatous polyposis coli (APC), protein 53 tumor suppressor gene (P53)
and Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), which are frequently mutated in a
significant fraction of RCCs and may thus be responsible for malignant transformation. This
paper aims to review the mechanisms that underlie RCC and thus conclude that biomarkers

may be used in clinical practice, as early diagnosis and therapeutic usefulness will.

Keywords
Adenomatous Polyposis Coli, Biomarkers, Colorectal cancer, Kirsten Rat Sarcoma Viral

Oncogene Homolog, Oncogenes, Protein 53 Tumor Suppressor Gene.
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I. Introducao

O cancro colo-rectal constitui, a nivel mundial, a segunda causa de morte, por cancro,
entre homens e mulheres (Organisation et al., [s.d.]).

O cancro resulta da acumulagdo de alteragdes genéticas e epigenéticas numa célula
somatica. As células deixam de responder a sinais do ambiente que regulam o seu
crescimento normal, deixam de respeitar as barreiras fisicas normais e limites temporais do
seu desenvolvimento normal, e adquirem uma vantagem de crescimento sobre as suas
células vizinhas. De entre as alteragoes génicas na carcinogénese estao referidas mutagoes
do acido desoxirribonucleico (ADN) (missense, nonsense, frameshift), amplificagdo génica,
alteragoes cromossomicas (inversoes, insergoes, translocagoes, aneuploidia, etc) e alteragoes
epigenéticas (Knowles and Selby, 2005).

A etiologia do CCR é multifatorial, resulta de fatores ambientais, nutricionais e
hereditarios. Existem alguns fatores de risco relacionados com o estilo de vida, como o
consumo excessivo de alcool, o tabagismo, o consumo de carne vermelha, uma dieta pobre
em fibras e vegetais e reduzida atividade fisica, que aumentam o risco de desenvolver CCR.
O uso de anti-inflamatérios nao esteroides, como o acido acetilsalicilico, tem mostrado ser
um fator protetor contra o CCR (Genetics of Colorectal Cancer (PDQ®) - National Cancer
Institute, [s.d.]).

Os sintomas mais comuns desta patologia podem variar em: alteragao dos habitos
intestinais, diarreia, obstipagao ou sensagao de esvaziamento incompleto, sangue nas fezes,
desconforto abdominal generalizado, sensagao de enfartamento, perda ponderal, astenia,
nauseas e vomitos (Organisation et al, [s.d.]; Winkels et al, 2012). O rastreio do CCR
revela-se fundamental no diagnostico precoce desta patologia resultando numa diminuigao da
mortalidade. O rastreio é indicado a partir dos 50 anos, para a populagao em geral, caso se
trate de pessoas com maior risco, estas deverao iniciar o rastreio antes dos 50 anos,
existindo diretrizes para o efeito (Genetics of Colorectal Cancer (PDQ®) - National Cancer
Institute, [s.d.]).

Cerca de 75% dos pacientes com CCR tém a doenga sem evidéncia visivel de terem
herdado o disturbio. Os restantes 25% dos pacientes tém uma histéria familiar de CCR, o
que sugere uma contribuicao hereditaria, exposicoes comuns entre os membros da familia,
ou uma combinagcao de ambos. Foram identificadas mutagoes genéticas como a causa do
risco de cancro hereditario em algumas familias propensas a CCR. Estas mutagdes sao

responsaveis por apenas 5% a 6% dos casos de CCR (Genetics of Colorectal Cancer (PDQ®) -
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National Cancer Institute, [s.d.]). Embora os casos de CCR hereditario representem uma
pequena fragao de todos os casos de CCR, estudos de base molecular de casos hereditarios
tém permitido um melhor conhecimento sobre os mecanismos especificos que contribuem
para o desenvolvimento CCR esporadico.

Comecgo esta monografia com uma andlise do risco de CCR em individuos com historia
familiar para a patologia, seguida de uma breve descricao da tumorigénese do CCR. Antes de
analisar as alteragoes nos varios subconjuntos de genes e de rever as mutagoes subjacentes a
polipose adenomatosa familiar (PAF) e ao cancro colo-rectal hereditario nao associado a
polipose (HNPCC) discuto os principais genes associados a carcinogénese colo-rectal. Por
altimo, fago uma breve abordagem sobre os mecanismos genéticos que estio na base da
resisténcia aos tratamentos de quimioterapia e refiro os potenciais biomarcadores no CCR

que estao a ser propostos numa perspetiva futura.

2. Histéria familiar como fator de risco para CCR

A proporgao de cancro colo-rectal atribuivel a causas hereditarias varia de 5% a 30%. As
sindromes hereditarios sio responsaveis por | — 5% de todos os CCR. As sindromes
hereditarios mais frequentes sao: a polipose adenomatosa familiar (PAF) e o cancro colo-
rectal hereditario nao associado a polipose (HNPCC), os menos frequentes, por outro lado,
sao: a polipose juvenil (P]), a sindrome de Peutz-Jeghers (SPJ) e a sindrome de Cowden.
Entre 10% e 30% dos pacientes com CCR tém histéria familiar de CCR nao associado a uma
sindrome hereditario conhecido (Organisation et al., [s.d.]).

O objetivo do estudo do artigo A Systematic Review and Meta-Analysis of Familial Colorectal
Cancer Risk foi obter os riscos relativos em parentes de primeiro grau com CCR e adenoma
colo-rectal (ACR), reunindo dados do risco familiar de acordo com a natureza da histéria da
familia e o tipo de neoplasia. Os resultados encontram-se na Tabela | (Johns, Louise E,;

Houlston, 2001).
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Tabela I. Risco Relativo de vir a desenvolver CCR nas diferentes categorias de Historia

Familiar
Historia Familiar Risco Relativo de
CCR
Sem Histéria familiar I (95% IC, 2.0-2.5)

Um parente de primeiro 225 (95% IC, 2.0-
grau com CCR 2.53)

Mais do que um parente de 425 (95% IC, 3.01-
primeiro grau com CCR 6.08)

Um parente de primeiro 3.87 (95% IC, 2.40-
grau com CCR diagnosticado | 6.22)

antes dos 45

Um parente de primeiro .99 (95% IC, 1.55-
grau com ACR 2.55)

IC — Intervalo de Confianca

O risco de desenvolver CCR esta relacionado com o nimero de membros da familia
afetados e a idade de diagnostico do cancro. Os individuos com uma historia familiar de
CCR e ACR tém um risco significativamente elevado de desenvolver CCR em comparagao
com aqueles sem essa histéria. Os riscos sio maiores para familiares de pacientes
diagnosticados jovens, aqueles com dois ou mais parentes afetados, e familiares de pacientes

com cancro do célon (Johns, Louise E.; Houlston, 2001).

3. Tumorigénese colo-rectal

Fearon e Vogelstein, em 1990, propuseram um modelo genético designado de sequéncia
adenoma-carcinoma, para explicar a tumorigénese do CCR.
De acordo com este modelo, a sequéncia é iniciada com uma alteragao genética no gene
APC. Em tumores sem mutagao no gene APC podem ocorrer mutagoes nos genes cadherin-
associated protein (CTNNBI) ou axin 2 (AXIN2) (genes que pertencem a via de sinalizagao
intracelular Wnt). Com a alteragao da via de sinalizagao intracelular RAS/RAF/MAPK/ ERK
(responsavel pela modulagao do crescimento e sobrevivéncia celular) ocorre a progressao

de adenoma precoce para adenoma tardio. Em cerca de 50% dos casos de CCR, esta
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alteragao tem origem na ativagao do oncogene KRAS e em cerca de 20% dos casos ocorre
com ativagao do v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl (BRAF). Por fim, a progressao
para carcinoma surge com a inativagao do gene supressor de tumor proteina 53 responsavel
pela inibicado do crescimento e pela ativagao da morte celular quando é induzido stress
celular (Fearon, E. F. and Vogelstein, 1990).

No decorrer do ciclo tumoral, diversos processos celulares sao alterados como a
adesao celular, a angiogénese, a sinalizagao intracelular, a apoptose e os fatores de
crescimento. No final, as células apresentam as caracteristicas necessarias a formagao do

tumor, adquirindo um crescimento desregulado.

P53
Metilacio KRAS Smad4 Outras Alteracdes
Epitélio Adenoma Adenoma Adenoma Carci .
- - arcinoma Metéstses
Normal Inicial Intermédio Avangado

APC

Figura |. Tumorigénese Colo-Rectal (Fearon, E. F. and Vogelstein, 1990)

4. Cancro colo-rectal e o seu genoma

4.1 Genes associados a carcinogénese colo-rectal

Estudos de sequenciagao indicam que cerca de 23 a 32 genes estao, frequentemente,
mutados no CCR, incluindo os genes: APC, TP53, KRAS, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase (PIK3CA), F-box/WD repeat-containing protein 7 (FBXW7), SMAD family member 4
(SMADA4), transcription factor 7-like 2 (TCF7L2), CTNNBI, neuroblastoma RAS viral (v-ras)
oncogene homolog (NRAS) e transcription factor SOX-9 (SOX9) (Cancer and Atlas, 2012). Estes
genes podem ser divididos em trés classes: genes supressores de tumor, oncogenes e genes
de reparagao de ADN. Os genes supressores de tumores constituem a classe mais
importante de genes responsaveis pelo cancro hereditario e representam a classe de genes
responsaveis pela PAF e pela PJ (Genetics of Colorectal Cancer (PDQ®) - National Cancer
Institute, [s.d.]). Por outro lado, os genes de reparagao de ADN sao responsaveis pelo
HNPCC, e correspondem a uma fragao substancial de CCR hereditario. A Tabela 2 inclui

um resumo sobre os principais oncogenes e genes supressores de tumor que estao

associados a carcinogénese colo-rectal.
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Tabela 2. Principais oncogenes

e genes

carcinogénese colo-rectal (Fearon, E. R,, 2011)

supressores

Oncogenes Frequéncia
estimada
KRAS 40%
NRAS <5%
PIK3CA 15-25%
BRAF 5-10%
EGFR 5-15%
CDKS38 10-15%
CMYC 5-10%
CCNEI 5%
CTNNBI <5%
NEU (HER2) <5%
MYB <5%
Genes Supressores de
Tumor
P53 60-70%
APC 70-80%
FBXW7 20%
PTEN 10%
SMAD4 10-15%
SMAD?2 5-10%
SMAD3 5%
TGFBIIR 10-15%
TCF7L2 5%
ACVR2 10%
BAX 5%

de tumor envolvidos

na

As vias de sinalizagao intracelular mais afetadas no CCR sao: a via RAS/RAF/MAPK/ ERK,
PIBK/PTEN/AKT e a via WNT/APC. Mutagdes nos genes de reparagao do ADN e

silenciamento epigenético estao na base de uma elevada proporgao de CCR hereditario e

esporadico. Mutagoes no gene TP53 contribuem para a progressao do CCR, esta inativagao
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contribui para o crescimento e aquisi¢ao de propriedades invasivas sob condi¢oes especificas
de stress celular e é um evento chave para a transformagao de adenomas em carcinomas
invasivos em CCR. Metade de todos os cancros, e cerca de 30-60% dos CCRs, contém uma
mutagao no gene TP53. Mutagoes nos genes KRAS e BRAF siao encontrados em cerca de
50% de todos os casos de CCR, resultando numa ativacao da via de sinalizagao intracelular

MAPK (Cancer and Atlas, 2012).

4.2. Gene polipose adenomatosa cdlica no cancro colo-rectal

42.1. Polipose Adenomatosa familiar

Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) é uma doenga autossomica dominante, que afeta
cerca de | em 12.000 pessoas e é responsavel por 0,5% de todos os CCRs (Rustgi, 2007).
Esta patologia, causada por uma mutagao germinal no gene APC, caracteriza-se pelo
aparecimento de centenas de milhares de polipos adenomatosos no colon e no recto dos
individuos, pela terceira ou quarta década de vida (Rustgi, 2007).

O portador da mutagao no gene APC tem 100% de probabilidade de desenvolver cancro
do célon caso nao sejam tomadas medidas profilaticas. O curso inevitavel é, entio, o
desenvolvimento de cancro colo-rectal, sendo que a idade média de diagndstico é de 36
anos (Rustgi, 2007). Por prevencao, procede-se a intervengao cirurgica, geralmente, na
forma de proctocolectomia total e anastomose ileo-anal (isto é, a remog¢ao do célon com
anastomose do ileo terminal do intestino delgado com o canal anal). Certas situagoes
impoem, apenas, uma colectomia subtotal com anastomose ileo-rectal, mas o coto rectal ou

remanescente deve ser monitorizado para a recorréncia de pélipos (Lynch and la Chapelle,

de, 2003).

4.2.2. Gene polipose adenomatosa colica

O gene APC, um gene supressor de tumor, codifica uma proteina multifuncional que
participa em varios processos como adesao celular, transducao de sinal, organizacio dos
microtlbulos, segregacao cromossomica, apoptose e regulagao do ciclo celular. A principal
funcao do gene APC como supressor tumoral reside na sua capacidade de regular os niveis
intracelulares de [-catenina (Schneikert, Grohmann and Behrens, 2007; Albuquerque et dl,

2002).
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O gene APC, nos humanos, localiza-se na banda cromossémica 5q21 e consiste em 8535
pares de bases (pb) ao longo de 2| exdes, dos quais apenas |6 sao expressos (Fearnhead et
al., 2001). O exao 15 abrange mais de 75% da sequéncia codificada do gene APC, sendo o
alvo mais comum de mutagoes.

As mutagoes germinais no gene APC sao responsaveis pelo desenvolvimento da PAF e, na
maioria (85%) dos casos esporadicos de CCR sao detetadas mutagoes somaticas neste gene
(Kinzler and Vogelstein, 1996). Estas mutagoes levam 4 formagao de proteinas truncadas
(Fearnhead et al., 2001).

As mutagoes neste gene sao, na sua maioria, mutagoes nonsense ou frameshift (tipicamente
inser¢oes ou delegcoes) e originam proteinas truncadas com um numero variavel de
repeticdes de dominios de regulagio e ligagdo da P-catenina (Fearnhead et al., 2001). As
mutagoes frameshift sio mais frequentes do que as mutagdes nonsense, numa proporg¢ao de,
aproximadamente, 3:1 (Fearon, E. R, 201 1).

A proteina APC possui um dominio de oligomerizagdo e uma regiao armadillo na
extremidade N-terminal, que correspondem a dominios de ligacio e de regulagio da [3-
catenina, respetivamente. Na regiao central, entre o dominio de oligomerizacao e a regiao
armadillo encontram-se repeti¢oes de |5 aminoacidos e de 20 aminoacidos, locais de ligagao
a axina ou a condutina, que contém na sua estrutura a sequéncia de aminoacidos Ser-Ala-
Met-Pro (SAMP). A maioria das mutagoes no APC resulta em proteinas truncadas que
perderam a regidao de regulagio da [3-catenina. Na maioria das proteinas APC truncadas,
pensa-se que a formagdo do complexo de destruicdo da [(-catenina possa ser impedida

devido a remogao dos locais SAMP da proteina APC (Fearnhead et al., 2001).

4.2.3. Via de sinalizacao intracelular Wnt

A sinalizagao intracelular pela via Wnt (homologo humano da proteina wingless na
drosophila) ocorre por trés vias: a via canodnica, a via polaridade celular-planar e a via
Wht/calcio. A via candnica é a principal via implicada no CCR (Giles, Es, van and Clevers,
2003).

A via canodnica promove a ligagao ao ADN de proteinas ativadoras da transcrigao
pertencentes as familias T- cell fator (TCF) e lymphoid enhancer factor-1 (Lef-1). As proteinas
Whnt induzem a estabilizacdo da [(3-catenina citosdlica, que se liga ao TCF no nlcleo, ativando
a expressao de genes-alvo (da via Wnt) envolvidos em varios processos celulares como

apoptose, proliferacio e diferenciagio. O gene que codifica a B-canina é o gene CTNNBI
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que se encontra mutado em cerca de 0% dos casos esporadicos de CCR e 30% na
sindrome de Lynch (Giles et al., 2003; Polakis, 2000).

Na auséncia de sinais ativadores da via Wnt, os niveis de [-catenina citoplasmatica sio
normalmente controlados por um complexo de destruicio multiproteico que marca a
degradagcdo da [-catenina nos proteossomas. Este complexo é composto por um
componente sequestrador, a axina ou a sua homologa condutina (axina 2), que contém
dominios de ligagdo a [(3-catenina, o gene APC e as cinases: glycogen synthase kinase 3[3
(GSK3PB) e casein kinase ale (CKla/g). A principal fungdo do complexo de destruigao é
promover a fosforilagdo da 3-catenina. A axina promove a ligagdo entre o APC e a GSK-3 e
o APC é fosforilado pela GSK-3, o que permite a ligagio a [3-catenina, que por sua vez
também vai ser fosforilada pela GSK-3. Estas alteragoes nos niveis de fosforilagao marcam o
complexo para ubiquitinagao e subsequente degradagao nos proteassomas (Fearon, E. R,
2011).

Quando as moléculas de sinalizagao Wnt se ligam aos seus recetores, que sao membros
da familia Frizzled, é ativada uma cascata de sinalizacao, conduzindo a ativagdo de uma
proteina designada por disheveled (Dvl). Com a ativagao da Dvl a formagao do complexo de
destruicio da P-catenina é impedida e, consequentemente hd a sua acumulagio no
citoplasma. A Dvl ativada atua por inibicio da GSK-3 ou por se ligar diretamente a axina,
impedindo a sua agao.

A B-catenina fica entdo disponivel para ser translocada para o nicleo onde se liga a
proteinas TCF que atua como fatores de transcrigao, ligando-se aos promotores de genes-
alvo da via Wnt como ¢-MYC, ciclina DI, CD44 molecule (Indian blood group) (CD44). Estes
genes alvo podem explicar o papel da via de sinalizagao Wnt no cancro.

Se o gene APC estiver mutado, ndo se liga a B-catenina, pelo que esta entra no nucleo e
pode ativar genes de divisao celular e provocar a transformagao celular (Fodde and Brabletz,
2007; Fearon, E. R,, 201 1). Farmacos anti-inflamatérios nao esteroides, incluindo a aspirina,

podem atuar, em parte, através da supressao da via Wnt (Segditsas and Tomlinson, 2006).
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Figura 2. Representagao esquematica da via de sinalizagao intracelular VWnt canoénica, na

forma inativa (a) e na forma ativa (b) (Fearon, E. R,, 201 1)

Tendo em conta que quase todos os tumores colo-rectais tém a via de sinalizagao Wnt

ativada, esta via tem despertado interesse como opgao terapéutica.

4.3. Mutagoes no gene supressor de tumor TP53 no cancro colo-rectal

O gene TP53 é um gene supressor de tumor, localizado no brago curto do cromossoma

|7, e codifica uma proteina designada TP53. Mutagbes neste gene estio presentes em 70%

dos CCRs e cerca de 85% das mutagoes sao mutagoes missense e ocorrem, frequentemente,
nos codoes 175,245,248,273 282 (Zilfou and Lowe, 2009).

A perda de heterozigotia (LOH) de um gene supressor de tumor é considerada uma das

etapas principais da carcinogénese do CCR. A LOH, a perda de um alelo num locus

especifico, € causada por uma delecio ou perda de um cromossoma de um par
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cromossomico. A LOH do gene TP53 esta associada com a transicio adenoma-carcinoma,
(facilita o crescimento continuo e a aquisicao de propriedades invasivas do tumor) e esta
presente em 70% dos CCRs (Fearon, E. R, 201 1).

A proteina TP53 desempenha um papel importante no controlo da proliferagao celular,
quer parando a progressao do ciclo celular em G1/S para permitir a reparagao em casos de
lesoes do ADN, quer induzindo a apoptose, em resposta a anormalidades mais graves, quer
em restringir a angiogénese. Quando o gene p53 estd mutado perde a fungao na regulagao
dos genes-alvo, por exemplo, p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) e BCL2-
associated X protein (BAX) (Vousden and Prives, 2009).

Apos a proteina TP53 se ligar a regido do ADN danificada, ocorre ativagao da proteina
p2l que inibe enzimas necessdrias para a célula passar para a fase S do ciclo celular,
bloqueando assim o ciclo celular. A proteina TP53, também, induz a apoptose ao regular a
expressao de mediadores anti ou pro-apoptoticos, envolvidos em atividades celulares, como
os membros da familia de proteinas Bcl-2, por exemplo os genes PUMA e BAX. (Vousden
and Prives, 2009)

Mutagdes no gene TP53 parecem conferir um prognostico pior para o doente,
diminuindo a esperan¢a média de vida. A dete¢ao da mutagao do gene TP53 podera ser um

método importante para prognéstico (Fearon, E. R., 201 1).

4.4. Via de sinalizacao intracelular RAS/RAF/MAPK/ ERK e PI3K/PTEN/AKT no cancro

colo-rectal

O mammadlian Target Of Rapamycin (mTOR) é uma cinase de serina/treonina e
desempenha um papel central como regulador do crescimento e da proliferacao celular.
Mutagoes nesta via de sinalizagao intracelular estao associadas a tumorigénese, angiogénese e
ao crescimento e metastizacao do tumor. As vias de sinalizacao intracelular PI3K/PTEN/AKT
e RAS/RAF/MAPK/ERK regulam atividade do mTOR (Manuscript, 2009; Manuscript, 2012).

O complexo esclerose tuberosa | (TSCI) e o complexo esclerose tuberosa 2 (TSC2)
funcionam como um elemento regulador negativo do mTOR. A inativacao de certos genes
supressores tumorais, como phosphatase and tensin homolog (PTEN), ativa a proteina-cinase B
(AKT), que vai fosforilar e inibir o complexo TSCI-TSC2, tendo como consequéncia a
ativagao da via do mTOR (Manuscript, 2012). A AKT esta envolvida na sobrevivéncia celular
a varios niveis, além da ativagio de mTOR, inibe a GSK3, provocando um aumento dos

niveis de [-catetina e consequentemente ativacdo da via Wnt. Embora as mutacdes
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somaticas no PTEN sejam encontradas em apenas 10% de CCRs, alguns estudos sugerem
que o PTEN pode estar mutado em 15-20% dos CCRs (Fearon, E. R,, 2011).

A phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) é uma enzima lipidica, cuja fungao é fosforilar o
fosfoinositol, o que resulta na formagao de lipidos tais como o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) e o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Estes lipidos estio envolvidos em varios
processos intracelulares, incluindo a proliferacao, a sobrevivéncia celular, a reorganizagao do
citoesqueleto, adesao celular e a angiogénese. O PIP3 é o lipido principal produzido in vivo e
é degradado pela fosfatase PTEN. Mutagoes no gene que codifica a PTEN estao presentes
em algumas doengas como a sindrome de Cowden, bem como em varios tumores
enfatizando o papel da PTEN na carcinogénese (Fearon, E. R., 2011).

A via RAS/RAF/MEK/ERK é ativada por muitos fatores de crescimento e citocinas, que
sao importantes para a proliferagao celular e apoptose. Esta via tem como alvo o complexo
TSC2, uma vez que o Ras ativado induz a fosforilagao da TSC2 (Manuscript, 2009).

Mutagoes no gene KRAS estao presentes em cerca de 30-40 % dos CCRs. Além disso, os
pacientes com CCR, com mutagdes no gene KRAS e/ou com mutagoes no gene BRAF tém
mau prognostico e uma esperanca média de vida reduzida. As mutagoes nestes genes tém
efeitos no crescimento celular, assim como, na invasao tumoral, angiogénese e na resisténcia
ao tratamento de quimioterapia (Fearon, E. R, 2011).

Quando ativado, RAS ativa a proteina cinase RAF (A-Raf, B-Raf, C-Raf), codificada pelo
gene BRAF, que fosforila e ativa MEK que, por sua vez, ativa a extracellular signal-regulated
kinase (ERK), esta fosforila e ativa mitogen-activated protein kinase (MAPK), transmitindo o
sinal para o nucleo. Ao receber o sinal, os genes alvo (associados ao crescimento celular)
sao ativados, resultando num processo descontrolado de divisao celular e tumorigénese
(Fearon, E. R, 2011). Mutagoes no gene KRAS atuam de forma sinergistica as mutagdes no
APC pois também levam a acumulagao de [(B-catenina no nucleo, e isso pode resultar num
maior desenvolvimento tumoral. A K-ras ativada provoca a fosforilagao dos residuos de
tirosina da [(-catenina, levando a sua libertagdo da E-caderina das jungdes aderentes e
consequente aumento da sinalizagio Wnt no nulcleo. De modo semelhante, mutagoes
somaticas noutros genes da via RAS/RAF/MEK/ERK, como o BRAF, encontradas em cerca de
10% dos CCR esporadico, parecem aumentar a via de sinalizagato WWnt através da
fosforilagdo dos residuos de tirosina da [-catenina, impedindo a ligagdo desta a E-caderina

(Fodde and Brabletz, 2007; Segditsas and Tomlinson, 2006).

Ana Laura Martins Ferreira Pagina 19



Marcadores Genéticos no Cancro Colo-Rectal: Importancia no Diagnostico e Terapéutica

Low O,
i Energy depletion

Cell membrane
GDP GDP

GRS @ ()

DMA damage

:

|-
‘\\\\

L

._[ Rapamyein, CCI—??‘}]
CmTORCD H_RADOOI, AP-23573

|
N
i

y
§

| Translation of proteins related with drug resistance, regulation of apoptosis and cell cyvcle |

Figura 3. Representagao esquematica da Via de sinalizagao intracelular RAS/RAF/MAPK/ ERK
e PI3K/PTEN/AKT (Manuscript, 2009)

5. Instabilidade de microssatélites

Instabilidade de microssatélites (MSl) esta presente em cerca de 15% dos casos de CCR
esporadico e em 85% dos casos de sindrome de Lynch. A instabilidade de microssatélites
resulta da perda da capacidade de reparagao de erros no ADN do mismatch repair genes
(MMR). Mutagoes no sistema MMR prejudicam principalmente sete genes incluindo, mutL
homolog | (MLHI), mutL homolog 3 (MLH3), mutS homolog 2 (MSH2), mutS homolog 3
(MSH3), mutS homolog 6 (MSH6), postmeiotic segregation increased | (PMSI) e postmeiotic
segregation increased 2 (PMS2), enquanto o silenciamento epigenético afeta o gene MLHI
(Fearon, E. R, 201 1).

Microssatélite consiste em unidades de [-5 nucledtidos, repetidos em tandem (em
sequéncia), localizados ao longo de todo o genoma. As células com alteragées nos genes de
reparagao nao estio aptas a reparar corretamente os erros que ocorrem durante a
replicacio do ADN. Pela sua estrutura repetitiva, os microssatélites sao, particularmente,
propensos a estes erros de reparagao, o que lhes confere aplicabilidade na determinagao

destas alteragoes (Schweiger et al., 2013).
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A maioria das sequéncias de microssatélites esta localizada em regices nao codificantes
do genoma. Contudo, algumas sequéncias localizam-se em regides codificantes ou regices
promotoras de genes envolvidos na regulagao da proliferagao celular. A MSI pode ser
classificada como alta (MSI-High) quando mais de 30% dos marcadores, utilizados na detegao,
sdo instaveis. Neste caso, o marcador é considerado positivo para erro de replicagao.
Quando essa instabilidade aparece em menos de 30% dos marcadores analisados, a
instabilidade dos microssatélites é considerada baixa (MSI-Low). A auséncia de instabilidade
em todos os marcadores é classificada como estabilidade de microssatélites (MSS) (Fearon,
E. R, 2011).

A instabilidade cromossémica (CIN) caracteriza-se pela ocorréncia de perdas ou ganhos
nos cromossomas, originando alteragoes estruturais e numéricas. Em cerca de 75-85% dos
casos de CCR verifica-se instabilidade cromossomica. CIN origina a desregulagio de
diferentes genes responsaveis pelo controlo na formagao do fuso mitdtico, pela expressao
da telomerase e encurtamento dos telomeros, pela regulagio do nimero de centrossomas e
reparacao de quebras na cadeia dupla de ADN (Lynch, 2003).

A presenga de MSI parece estar associada a melhor prognoéstico, a maior sobrevivéncia e
a menor recidiva do tumor. Alguns estudos tém demonstrado que um ndmero significativo
dos doentes MSI nao parece beneficiar da terapéutica convencional ao contrario do que
acontece com os tumores MSS (Sargent et al,, 2010; Ph et al, 2013). Este facto pode ser
atribuido a resisténcia da apoptose, que € uma das consequéncias da deficiéncia nos genes do
sistema de reparagao de erros no ADN. Pelo que a instabilidade de microssatélites podera
ser um importante marcador genético a ter em conta na escolha do tratamento nos doentes

com CCR.

5.1. Cancro colo-rectal hereditario nao associado a polipose

O HNPCC inclui o sindrome de Lynch e a sindrome de X. O sindrome de Lynch é uma
doenga autossomica dominante que se caracteriza pelo aparecimento de adenomas no colon
e a ocorréncia de cancros extra-colicos. Representa cerca de |-5% de incidéncia de CCR.
Os doentes com sindrome de Lynch apresentam uma perda de fungao dos genes
responsaveis pela reparagao do ADN: MLHI, MSH2 e MSH6. Esta incapacidade de reparagao
de erros no ADN leva acumulagao de mutagoes genéticas no ADN, o qual ira desencadear o

processo de carcinogénese do HNPCC.
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A detecao de mutagdes nos genes de reparagao, indiretamente através de MSI, é de
fundamental importancia para o tratamento e preven¢ao da evolugao da HNPCC, uma vez
que pode oferecer informagoes para os individuos portadores e familiares sobre o risco de

vir a desenvolver o cancro (Jass, 2006; Fearon, E. R, 201 ).

6. Epigenética

O termo epigenética refere-se a todas as mudangas reversiveis no genoma, sem alteragao
da sequéncia de nucleétidos do ADN. A epigenética inclui o estudo de como os padroes de
expressao sao transmitidos aos descendentes, como ocorre a mudanga de expressao de
genes durante a diferenciagao celular e como fatores ambientais influenciam a expressao dos
genes. A investigagao na area da epigenética tem tido grandes implicagdes na compreensao
de doengas humanas, incluindo sobre o cancro e o envelhecimento (Bird, 2002).

A metilagao de ADN ¢ alteragao epigenética mais frequente, e ocorre preferencialmente
nos residuos de citosina. Além da metilacaio do ADN, a modificacado da estrutura das
histonas (proteinas associadas a molécula de DNA e que determinam a compactagao da
cromatina) também ¢é considerada importante no silenciamento de genes através de
acetilagao, metilagao ou fosforilagao (Fearon, E. R,, 201 I).

A metilagago do ADN consiste na adicao de um grupo metil a citosina, através de
metiltransferases do ADN que adicionam o grupo metil, através de uma ligagao covalente, ao
carbono 5 da citosina, originando a 5-metilcitosina. A estrutura da citosina é assim alterada
sem alterar as suas propriedades de emparelhamento de bases. Na maioria dos mamiferos
(incluindo o ser humano), entre todas as bases que formam o ADN somente a citosina pode
sofrer metilagcdo. Locais particularmente suscetiveis sao os dinucleétidos CpG, bases de
citosina e guanina adjacentes. Estes dinucledtidos formam as chamadas ilhas CpG. Estas ilhas
de CpG sao encontradas em cerca de 60-70% de todos os promotores, levando a repressao
da transcrigao e consequentemente ao silenciamento génico (Bird, 2002).

Em células tumorais, os promotores estio hipermetilados, em genes supressores de
tumores e em genes reparagao, o que resulta no silenciamento do processo de transcrigao.
Por outro lado, a hipometilagio em proto-oncogenes leva a sua ativagao e,
consequentemente, a0 aumento da sua expressao.

Em células normais, um dos alelos do gene insulin-like growth factor 2 ( IGF2), codifica um
fator de crescimento e s6 é expresso a sua copia paterna, estda sempre silenciado por

metilagao. Em casos em que nao ocorre o silenciamento de um dos alelos, o IGF2 passa a
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sofrer transcrigao exagerada, levando a uma produgao aumentada. A hipometilagao do IGF2
é encontrada no epitélio normal de pacientes portadores de tumores colo-rectais e pode
estar associado ao risco aumentado de desenvolver este tipo de cancro (Ting, McGarvey and
Baylin, 2006). A hipermetilagao afeta frequentemente o pomotor do gene APC (o que leva a
ativagao da via WNT) e o gene MLH| em cancros colo-rectais.

Tendo em conta algumas destas regioes os primeiros biomarcadores foram desenvolvidos
com base nestas modificagoes. Um dos melhores marcadores deste tipo é a metilagio do
promotor de MLHI (Fearon, E. R,, 2011).

Além da metilagio do ADN, a modificagio da estrutura das histonas também é uma via
importante no silenciamento de genes. Havendo 3 vias possiveis: metilagao, acetilagdo e
desacetilagao de histonas. No CCR, acetilacoes e metilagoes de histonas sao as vias mais
afetadas. A metilagao de histonas € promovida por algumas metiltransferases que tem como
alvo determinados residuos de arginina e de lisina nas histonas, particularmente a histona 3.
O padrao de metilagao das histonas influencia a metilagio do ADN, contribuindo para uma
menor ou maior compactagao da cromatina. No caso da acetilagao das histonas, este € um
mecanismo de estimulo a transcricdo. A desacetilagio de histonas por desacetilases de
histonas (HDACs) remove os grupos acetil e leva a repressao da transcrigao, uma vez que
ha uma maior compactagao da cromatina (Letters, 2005).

Algumas terapias, ainda poucas, ja utilizam os conhecimentos da epigenética para o
tratamento do cancro. A compreensao da epigenética, dos mecanismos envolvidos na
ativagao e silenciamento de genes, podera permitir a criagao de novas modalidades para o

tratamento de doengas como o cancro.

7. Terapéutica no cancro colo-rectal

Ao longo das ultimas décadas, o diagndstico precoce a as novas metodologias
terapéuticas tém contribuido para o aumento da sobrevivéncia e para o aumento da
esperanca média de vida de doentes com CCR. Sendo o CCR a segunda causa de morte, por
cancro, é importante o aparecimento de novas terapéuticas eficazes no tratamento e de
marcadores de prognéstico e preditivos da resposta terapéutica (Article, [s.d.]).

O primeiro farmaco a ser utilizado no tratamento do CCR foi o 5-Fluoroucilo, mas,
atualmente, fazem-se combinag¢does terapéuticas do 5-Fluoroucilo com novos farmacos como
oxaliplatina, irinotecano, cetuximabe e bevacizumabe o que veio aumentar a esperanga média

de vida nos doentes (Wilke, 2003).
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7.1. Resisténcia a quimioterapia

Entre os mecanismos intracelulares de resisténcia a quimioterapia citam-se: i) alteragoes
no alvo da agao do farmaco, ii) modificagio na capacidade das células tumorais para a
reparagao de erros no ADN, iii) alteragoes no influxo e efluxo do farmaco, iv) alteragoes no
metabolismo do farmaco, o que pode interferir com a quantidade ativa do firmaco no
interior da célula, e v) alteragao na regulagao da morte celular, que pode fazer com que a
indugao da morte celular pelo farmaco utilizado nao seja bem-sucedida (Knowles and Selby,

2005).

7.1.1. Tratamento 5-fluoroucilo e oxaliplatina

O 5-Fluoroucilo é um analogo das moléculas de pirimidina do ADN e do acido
ribonucleico (RNA) e o seu mecanismo de agao ¢ atribuido principalmente a inibicao da
timidilato sintase (TS) e a sua incorporagao no ADN e RNA durante a sintese destas
moléculas. Na célula, o 5-FU é convertido em trés metabolitos ativos, o fluorodesoxiuridina
monofosfato (FAUMP), responsavel pela inibicio do TS, o fluorodesoxiuridina trifosfato
(FAUTP) e o fluorouridina trifosfato (FUTP) que atuam pela incorporagao incorreta no ADN
e RNA respetivamente. O TS catalisa a reagao de metilagao do dUMP em FAUMP. A sobre-
expressao do gene TS esta associada a resisténcia ao 5-Fluoroucilo por parte do tumor (Role
of Pharmacogenetics as Predictive Biomarkers in CRC Treatment: 5-Fluorouracil, [s.d.]).

A oxaliplatina é um farmaco derivado da platina (da mesma familia que a cisplatina e a
carboplatina). Assim como outros derivados da platina, a oxaliplatina atua sobre o ADN,
através da formagao de ligagoes alquil que resultam no surgimento de pontes inter e intra-
cadeias, levando a uma replicagao errada do ADN e a apoptose celular (Ruzzo et al., 2007).
Por isso, alteragoes nos genes envolvidos no sistema MMR, tais como o MSH6 e MLHI,
diminuem a sensibilidade da célula ao fairmaco. Para além destes, alteracoes nos genes
envolvidos no mecanismo de reparagao do ADN por excisao de nucledtidos (NER) afetam a
resposta do doente ao tratamento com oxaliplatina. Exemplo disso, sao as enzimas excision
repair cross-complementation group |(ERCCI) e excision repair cross-complementation group 2
(ERCC2), componentes essenciais da via de reparacao NER por excisao de nucledtidos,
cujos niveis de expressao estao inversamente relacionados com a resposta a terapéutica nos

cancros colo-rectal.
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A elevada expressao do ERCCI e TS sio marcadores preditivos de baixa resposta a
terapéutica 5-fluoroucilo com oxaliplatina (Role of Pharmacogenetics as Predictive Biomarkers in

CRC Treatment: 5-Fluorouracil, [s.d.]).

7.1.2. Tratamento com irinotecano

O irinotecano é um agene antineoplasico da classe dos agentes inibidores da
topoisomerase |. A topoisomerase | desempenha um papel critico no “desenrolar”’ da
molécula de ADN durante a replicagdo e a transcrigao, causando quebras transitorias no
ADN de cadeia simples que, eventualmente, sao reparadas. O irinotecano estabiliza as
quebras feitas pela topoisomerase |, conduzindo a fragmentagao do ADN e a morte celular
(Role of Pharmacogenetics as Predictive Biomarkers in CRC Treatment: 5-Fluorouracil, [s.d.]).

O irinotecano é convertido para o metabolito ativo SN-38, o qual é entao conjugado
com a UDP-glucuronosil-transferase IAl (UGTIAIl) para SN-38G que é eliminado. O
polimorfismo UGTIAI * 28 esta associado com a expressiao diminuida de UGTIAI o que
diminuiu a glucuronidagdo de SN38. Isso resulta num aumento da toxicidade devido ao
aumento dos niveis sanguineos do metabolito ativo. Os individuos com o genétipo UGT A
* 28 estdo em maior risco de desenvolver neutropenia e diarreia. O risco de ocorréncia de
toxicidade hematolégica nos individuos UGTIAI * 28 esta dependente da dose de
irinotecano administrada. Existindo beneficio quando administrado em doses intermédias,
com 5-fluoroucilo e em doses baixas quando administrado concomitantemente com a

oxaliplatina (Hoskins et al., 2007).

7.1.3. Terapéutica anti-EGFR

O fator de crescimento epidérmico (EFG) ativa a proliferagao celular pela ligagao ao
recetor-EGF (EGFR). As vias de sinalizagao associadas ao EGFR estio envolvidas no ciclo
celular, proliferacao, diferenciacio e sobrevivéncia ou morte celular. As vias de sinalizagao
intracelular RAS/RAF/MAPK/ ERK e PI3K/AKT/mTOR sao as vias mais importantes na
regulacao dos seus niveis de expressao (Krieken, van et al., 2008; Manuscript, 2009).

A inibicio do EGFR por meio de anticorpos monoclonais anti- EGFR impede a ativagao
da via de transdugao de sinais relevantes. Um dos mecanismos de resisténcia primaria a
terapéutica anti-EGFR passa pela sobreativacio de intervenientes das vias de sinalizagao

iniciadas pelo EGFR, sendo a mais importante a proteina KRAS. Doentes com mutagoes no
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gene KRAS apresentam formas ativas da proteina KRAS, o que anula, nestes casos, o
beneficio da terapéutica anti-EGFR. Para além do KRAS, foram descritos outros genes
mutados que estao implicados, igualmente, na resisténcia do tumor a terapéutica anti-EGFR,
nomeadamente mutagoes nas proteinas BRAF, PI3K e PTEN (Krieken, van et al., 2008).

Farmacos inibidores da atividade do EGFR, como cetuximabe e bevacizumabe, sao
utilizados no tratamento de CCRs, sobretudo em casos de metastizacao.

A hiperativagao do mTOR ¢ frequente nos cancros humanos. Num estudo realizado com
células de cancro colo-rectal resistentes a cetuximab verificou-se que a administragao de um
dos farmacos anti-EGFR concomitantemente com everolimus, um inibidor da mTOR,
permitiu restaurar a sensibilidade a terapéutica biologica, atuando os dois farmacos
sinergicamente. Isto demonstra, a sobreativagado do mTOR é um mecanismo de resisténcia

ao cetuximabe no cancro colo-rectal metastizado (Bianco et al., 2008).

Como referido anteriormente, existem outras alteragdoes moleculares que estao
associadas a uma maior resisténcia ao tratamento com quimioterapia, como a instabilidade
de microssatélites e ativacao da via Wnt.

Com a identificagcao de certos marcadores de resposta a terapéutica, sera possivel prever
quais os doentes que sao intrinsecamente resistentes e os que reagem melhor a
determinado farmaco. No entanto, esta € uma area que estd em estudo e alguns dos
marcadores ja identificados ainda nao sao utilizados na pratica clinica por nao ser consensual

a sua utilizacao.

8. Biomarcadores no cancro colo-rectal

A sobrevivéncia e o prognéstico dos doentes com CCR dependem da detegiao da doenga
numa fase precoce. Entre as abordagens de rastreio disponiveis, a pesquisa de sangue oculto
nas fezes e a colonoscopia sao as mais usadas e recomendadas na pratica clinica para pessoas
com alto risco de desenvolver CCR (Schweiger et al, 2013). A utilizagao de marcadores
genéticos e marcadores epigenéticos ou MSI, sao promissores, mas nao sao métodos de
rotina utilizados para a detecao de CCR. A pesquisa de marcadores genéticos pode ser
realizada de modo nao invasivo, através da andlise de células das criptas (Schweiger et al,
2013). Além dos biomarcadores fecais, ha potenciais marcadores de soro e de sangue para
CCR, tais como o antigénio carcinoembrionario (CEA) e o antigénio de hidrato de carbono
(CA 19-9)(Schweiger et al., 2013). Ambos sao marcadores tumorais gastrointestinais em uso

clinico, onde a CEA esta associada com o prognéstico de pacientes com CCR. Na tabela 3
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esta incluido um resumo dos marcadores genéticos mais promissores e com potencial para

utilizagao clinica.

Tabela 3. Marcadores Genéticos no cancro colo-rectal

Marcador Comentario

Genético

MSI Melhor Progndstico; Nao beneficia da terapéutica
convencional

Metilagao do | Risco aumentado de desenvolver CCR

gene MLH|

APC Risco aumentado de desenvolver CCR

KRAS; BRAF Prognostico Reservado

TP53 Prognostico Reservado

KRAS; mTor Resisténcia ao tratamento anti-EGFR

ERCCI; TS Resisténcia ao tratamento 5-Fluoroucilo com oxaliplatina

Fenotipo Toxicidade ao tratamento com irinotecano

UGTIAI *28
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9. Conclusio

Apesar de continuar a ser uma das neoplasias mais prevalentes, ao longo das ultimas
décadas, as mortes por CCR tém vindo a diminuir, devido, em parte, a implementagao de
um programa de rastreio e a métodos de diagnostico mais eficazes. A colonoscopia continua
a ser o principal meio de diagnodstico, permitindo diminuir a prevaléncia de novos casos ao
tratar as lesoes precursoras.

O estudo de formas hereditarias de cancro colo-rectal tem contribuido para uma melhor
compreensao das formas esporadicas de CCR, e tem, também, fornecido conhecimentos
fundamentais para entender os mecanismos genéticos que estao na base do CCR, entre os
quais estio incluidos: a resposta a quimioterapia por parte do doente (com base no seu
perfil genético), o risco genético de desenvolver CCR numa familia, o diagndstico e
prognostico molecular em doentes com CCR.

Estudos recentes tém demonstrado que algumas alteragoes genéticas sao fatores de
prognostico e preditivos da resposta por parte do doente a terapéutica. O conhecimento
das caracteristicas moleculares do tumor pode auxiliar no tratamento a ser utilizado,
evitando-se, assim, despesas desnecessarias e aumenta-se a probabilidade de sucesso do
tratamento. Além disso, o médico tera uma maior possibilidade de prever a evolugao clinica
do doente, estabelecendo protocolos mais efetivos para o acompanhamento dos mesmos.

Além disto, é de extrema importancia, a validacio de biomarcadores que permitam o
diagnostico precoce, o prognéstico e que auxiliem na escolha do tratamento mais eficaz de

doentes com CCR.
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