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RESUMO: O cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias de maior importancia atualmente, tanto por sua prevaléncia
como por sua incidéncia, correspondendo a 10% de todas as neoplasias nos EUA. Contudo, nos ultimos 50 anos, sua
mortalidade permaneceu praticamente inalterada. Desde que Morson, em 1978, descreveu pela primeira vez a sequéncia
adenoma-carcinoma, a elucidagdao da genética molecular envolvida na patogénese do CCR passou a ser estudada
intensamente e muitos avangos foram obtidos. Varios genes como APC, DCC e p53, entre outros, foram identificados
como participantes da sequéncia adenoma-carcinoma, estando envolvidos na génese tumoral baseada na teoria de
multiplos passos, onde o acumulo de mutagdes genéticas em células instaveis € o fator principal que acaba por originar
o cancer. Ha dois tipos basicos de CCR: o esporadico, que corresponde a 85% do total de casos de CCR; e o familiar,
com cerca de 15% dos casos e destaque para a Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) e o Cancer Colorretal Hereditario
nao-poliposo (HNPCC). As pesquisas atuais vém decifrando o mecanismo de agao de tais genes, buscando determinar
a importancia e valor prognoéstico dos mesmos. Espera-se que a elucidagcao completa de tais mecanismos permita uma
diminui¢ao nao s6 da mortalidade do CCR, mas também do impacto social imposto por tal doenga. Ademais, a elaboracao
de tratamentos alternativos a cirurgia parece possivel, através da terapia genética. Portanto, familiarizar-se com a
Genética do Cancer Colorretal e os avangos nessa area torna-se imperativo para clinicos e cirurgides da area digestiva.

DESCRITORES: Neoplasias colorretais/genética; Neoplasias colorretais/epidemiologia; Sequéncias de bases/genética;
Polipose adenomatosa do colon/genética; Adenocarcinoma/epidemiologia; Adenocarcinoma/genética; Mutagao/genética.
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INTRODUCAO

O cancer colorretal (CCR) representa uma das
neoplasias de maior importancia no Ocidente, tanto
por Ocidente, tanto por sua prevaléncia como por sua
incidéncia. Estima-se que nos Estados Unidos, o CCR
corresponda a 10% do total de todas as neoplasias,
sendo responsavel por aproximadamente 131.600
novos casos e 55.000 mortes anuais e com uma
estimativa de que 5% das pessoas desenvolverao a

* Prémio Monografias (area cirurgia) - COMU, 1999.

doenga em algum momento de suas vidas®
Atualmente, o CCR corresponde a terceira causa de
morte por cancer tanto em homens (atras somente
do cancer de pulmao e prostata) quanto em mulheres
(atras do cancer de pulméao e mama)®” No Brasil,
estima-se que a incidéncia de CCR em 1996 foi de
17.000 novos casos, com discreta maior prevaléncia
no sexo feminino. Contudo, a despeito de todos os
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esforcos empregados para melhoria do diagnéstico
e tratamento do CCR, sua mortalidade permaneceu
praticamente inalterada nos Gltimos 50 anos, sendo
a sobrevida em 5 anos ao redor de 60%71%

Por se tratar de problema de saude publica
com grande impacto social, a elucidagdo da
patogénese molecular do CCR vem recebendo muita
atencao da comunidade de pesquisa cientifica nos
ultimos anos. Como resultado de grande
investigagao, diversas mutagdes no codigo genético
de células epiteliais coldnicas foram identificadas
como responsaveis pela perda do crescimento
celular normal e diferenciagdo, resultando na
transformacgéo neoplasica de células epiteliais do
intestino grosso, em doentes com CCR esporadico’

Vogelstein™® a partir dos achados obtidos
com experiéncias em tumores esporadicos, postulou
a provavel sequéncia de mutagdes genéticas mais
freqientemente identificadas no CCR, bem como
correlacionou a ocorréncia de tais mutagdes a lesdes
amplamente aceitas como precursoras de CCR.
Dessa forma, surgiu a possibilidade de identificar
os defeitos genéticos associados ao CCR,
vislumbrou-se uma nova perspectiva para o
rastreamento e tratamento eficaz da doenca e gerou-
se a possibilidade de melhorar os resultados de
sobrevida do CCR, que, como dito, demonstraram
pouca ou nenhuma melhora nos ultimos 50 anos.

Patologia do CCR

Sir Rupertt Willis definiu o termo neoplasia
como uma massa de tecido anormal que né&o
responde adequadamente aos sinais envolvidos no
crescimento e diferenciagao celular e, portanto, cujo
crescimento ocorre de maneira nao coordenada em
comparagao com o tecido normal. O termo cancer
engloba todas as neoplasias, ou tumores, de carater
maligno, que apresentam capacidade de invadir
tecidos adjacentes e espalhar-se para sitios
distantes (metastases)'’

O célon, incluindo o reto, é o sitio mais
freqliente de neoplasias primarias do que qualquer
outro 6rgao em todo o corpo humano'? No intestino
grosso, podem ocorrer tanto neoplasias de origem
benigna, os adenomas, quanto de origem maligna,
os carcinomas. Os adenocarcinomas constituem a
quase totalidade dos canceres colorretais, e
representam 70% de todas as neoplasias malignas
do trato gastrointestinal. Sdo compostos de células
originadas do epitélio das glandulas intestinais que,
ap6s acumulo de mutagdes em seu material
genético, originam o CCR.

Uma associagao entre carcinoma e polipos
colorretais foi descrita em 1978 por Morson et al.*?,
baseada em observacgoes clinicas, epidemiologicas
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e anatomo-patolégicas, sendo conhecida hoje como
sequéncia “adenoma-carcinoma”. Apesar da falta de
estudos prospectivos e bem controlados, parece ser
verdade que a maioria dos carcinomas do colon e
reto (aproximadamente 95% destes) desenvolvem-
se a partir dos adenomas, onde algumas etapas tanto
macroscopicas quanto microscopicas vem sendo
estabelecidas e, por sua vez, correlacionadas com
alteracdes genéticas, conforme sera abordado mais
adiante.

Um polipo representa uma massa tumoral
protusa em direcao a luz intestinal. Inicia-se como
uma pequena massa séssil que, a medida que
aumenta de tamanho, pode permanecer como séssil
ou adquirir uma haste, tornando-se pediculado.

Ha que se ressaltar que nem todo polipo tem
caracteristicas neoplasicas. Poélipos hiperplasicos,
hamartomatosos (po6lipos juvenis e das Sindromes
de Peutz-Jeghers e Cronkhite-Canada),
inflamatérios e linféides, sdo todos definidos como
nao-neoplasicos, pois nesses nao ha atipia ou
displasia e suas historias naturais nao se relacionam
com o surgimento de neoplasias, via de regra.
Entretanto, polipos epiteliais que resultam de
proliferagdo anormal numa mucosa displasica sao
denominados adenomas e representam as
verdadeiras lesdes neoplasicas pré-malignas do
intestino grosso. A prevaléncia dos adenomas na
populacao geral gira em torno de 20 a 30% abaixo
dos 40 anos de idade e entre 40 a 50% apo6s os 60
anos'? A frequéncia € a mesma para ambos 0s
sexos, havendo uma bem definida predisposi¢cao
familiar para o surgimento de adenomas
esporadicos. Os polipos adenomatosos sdo divididos
em 3 subtipos:

a) adenomas tubulares: apresentam mais de
75% de sua arquitetura composta por glandulas
tubulares e s@o a grande maioria dos adenomas;

b) adenomas vilosos: apresentam mais que
50% de projegdes vilosas, representando apenas 1%
do total de adenomas;

c) adenomas tubulo-vilosos: constituindo entre
5 a 10% dos adenomas colorretais, sao constituidos
por um misto de glandulas tubulares e projecdes
vilosas, onde estas ultimas compde entre 25 e 50%
do total da arquitetura da leséo.

O risco de malignidade em um pélipo
adenomatoso correlaciona-se com trés fatores
independentes: tamanho do pélipo, arquitetura
histologica e grau de displasia epitelial® De fato, &
rara a ocorréncia de cancer em adenomas menores
do que 1cm, os adenomas vilosos apresentam maior
risco de malignizagao e graus de displasia severa
sao mais freqientemente encontrados em areas de
arquitetura vilosa. A displasia epitelial refere-se a
aparéncia microscopica das células neoplasicas
epiteliais do adenoma, sendo classificada em: leve,
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moderada e intensa. Tal classificagao baseia-se em
caracteristicas celulares tais como a polaridade
celular, o grau de condensagdo da cromatina, o
aspecto e forma dos nucleos, a presenca de mitoses
atipicas ou mitoses em toda espessura epitelial,
entre outras. Este conjunto de alteragoes reflete a
perda do controle do crescimento celular pelo
acumulo de mutagdes nos genes envolvidos com
esta fungao. Assim, na displasia leve as células sao
muito semelhantes as células epiteliais normais,
sendo este diagnostico dificil e sua interpretagao
variando muito entre diferentes patologistas. Na
displasia acentuada as células assemelham-se
aquelas de um cancer e, de fato, o adenoma com
displasia intensa constitui um carcinoma in situ.
Conclui-se entdo que os adenomas,
neoplasias benignas pré-existentes, constituem

Mucosa coloénica normal

terreno fértil para a transformag@o maligna sob
certas circunstancias; contudo, na realidade, apenas
uma pequena porcentagem destas lesoes ira de fato
dar origem aos carcinomas colorretais. Conforme
veremos adiante, parece certo admitir que a heranga,
mas sobretudo a acgao direta de agentes
carcinogénicos sobre a mucosa colorretal, resulta
em acumulo de defeitos genéticos parcialmente
identificados e que concorrem para a carcinogénese
epitelial no intestino grosso.

Seqiiéncia adeno-carcinoma

A seqliéncia adenoma-carcinoma foi descrita
pela primeira vez por Morson em 1978*° (Figura 1).

Adenoma benigno (tardio)

Carcinoma maligno invasivo

Figura 1 - Seqiiéncia adenoma-carcinoma.
(Fonte: http://bst2.bioscience.drexel.edu/biology/ebe/molcellbiol/colon/project.htm)

Os carcinomas colorretais raramente provém
da mucosa intestinal quando nao pode ser
identificada lesao adenomatosa associada. Assim,
eles apresentam uma lesdo precursora ndo maligna:
o adenoma displasico. As primeiras alteracdes
epiteliais na sequéncia adenoma-carcinoma, ja
descritas em humanos, foram denominadas criptas
aberrantes. Estas consistem em algumas criptas que
apresentam um limen alargado e de forma anormal.
A histologia é caracteristica de alteracdes displasicas
e, portanto, podem ser classificadas como

microadenomas. Essas alteragbes consistem em
expansao da zona proliferativa de células na cripta
coldnica, passando a incluir células localizadas ou
proximas da superficie epitelial. Com a continuagao
do crescimento, o foco de criptas aberrantes e
displasicas provavelmente origina uma lesao
polipoide visivel. Com o decorrer do tempo, as
células do adenoma véao sofrendo alteragoes,
tornando-se menos diferenciadas e mais displasicas.
Finalmente, elas adquirem o fenétipo de um
carcinoma com a capacidade de ultrapassar a
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barreira da lamina propria e atingir a mucosa. Em
seguida, novas alteragdes genéticas permitem-nas,
apos se distribuir pela mucosa e envolver a parede
colonica, adquirir a capacidade de metastatizar a
linfonodos locais ou 6rgdos distantes. Modelos
animais de tumorigénese no colon e estudos clinicos
observacionais embasaram a seqiiéncia adenoma-
carcinoma. As evidéncias principais sdo as
seguintes*:

- populagdes que apresentam uma alta
prevaléncia de adenomas apresentam uma alta
prevaléncia de CCR e vice-versa;

a distribuicao do adenoma no coélon e reto é
similar a do CCR;

- a ocorréncia de pélipos adenomatosos
antecede por cerca de 10 a 15 anos a de CCR;

- quando um CCR invasivo é diagnosticado
precocemente, tecido adenomatoso ao redor é
frequentemente identificado;

- 0 risco de cancer encontra-se diretamente
relacionado ao numero de adenomas e, por isso,
probabilidade de CCR em pacientes com sindromes
de polipose adenomatosa familiar (PAF) & de 100%.

- programas de polipectomias colonoscopicas
reduzem a incidéncia de CCR nos pacientes,
funcionando como medida de prevencao secundaria
ao CCR.

As neoplasias do célon, incluindo adenomas
e carcinomas, sao monoclonais por natureza, ou
seja, provém de uma unica célula. Assim, uma célula
no epitélio normal sofre uma ou mais modificagdes
que conferem uma vantagem de crescimento
seletiva em relacao as células epiteliais ao redor. A
progressao de um microadenoma para um
adenoma, e deste para um carcinoma, resulta de
uma série de modificagbes genéticas que se
acumulam em uma populagao clonal, gerando
células com crescimento ou caracteristicas de
sobrevivéncia aumentadas em cada mutagao nova
gerada. Este processo de carcinogénese com
multiplos passos no desenvolvimento do CCR
sugere que varios eventos geneéticos sejam
necessarios antes que uma célula verdadeiramente
maligna seja gerada. A possibilidade de identificar
alteracao genética associada a les6es pre-malignas
de CCR, tais como um adenoma viloso com displasia
acentuada ou lesdes de criptas aberrantes,
representam a base metodoldgica e o objetivo do
rastreamento genético do CCR.

Caracteristicas da ocorréncia da CCR

O CCR divide-se basicamente em dois
grandes grupos: o CCR esporadico, que
corresponde a 85% do total das neoplasias malignas
colorretais; e o CCR hereditario, que compreende
aproximadamente 15% do total dos CCR'" O CCR
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hereditario apresenta duas subdivisdes: a Sindrome
da Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) (Figura 2),
que corresponde a menos de 1% de todos os casos
de CCR; e o cancer colorretal hereditario sem
polipose (HNPCC), que corresponde a cerca de 10%
do total dos casos de CCR. Mesmo contribuindo com
apenas uma pequena proporgao dos casos de CCR,
a Sindrome da Polipose Adenomatosa Familiar
(PAF) serviu como um paradigma clinico e de
pesquisa para o diagnéstico e tratamento do cancer
colorretal hereditario® Do mesmo modo, a PAF
constituiu um elo critico na elucidagao da genética
molecular envolvida na carcinogénese colorretal,
pois foi através de estudos desses pacientes
portadores de PAF que se postulou o modelo de
carcinogénese em multiplos passos, no qual o
acumulo de mutagdes genéticas e responsavel pela
progressado do epitélio coldénico normal para
adenoma displasico e deste para um carcinoma
invasivo'® Este trabalho culminou com a
identificacao e clonagem do gene APC, que sera
descrito adiante. A PAF apresenta padréao de heranga
autossémica dominante, e nela observa-se a
ocorréncia de centenas a milhares de adenomas
tubulares (embora lesdes tubulovilosas, vilosas ou
hiperplasicas possam estar presentes). O tratamento
de escolha €& a protocolectomia ou a colectomia
subtotal com acompanhamento anual através de
retossigmoidoscopia, para exame do segmento
intestinal remanescente. Arealizagao de endoscopia
digestiva alta com certa periodicidade também é
necessaria, tendo em vista a possibilidade de
ocorréncia de adenomas gastricos e duodenais, com
risco de malignizagao. Além disto, tumores
desmoides também podem ocorrer’®

Figura 2 Colon de paciente com PAF. (Fonte: http://
www-med|ib.med.utah.edu/WebPath/GIHTML/GI143.html)

O cancer colorretal hereditario sem polipose
(HNPCC) apresenta heranga autossdmica
dominante com penetrancia entre 80 e 85%, onde
as mutagoes ocorrem em genes envolvidos no
reparo do DNA'™® tais como hMSH2, hMLH1
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hPMS1 e hPMS2. Os eventos mutacionais estao
acelerados pelo reparo inadequado do DNA e, assim,
a evolucao de um adenoma colorretal para carcinoma
ocorre em um periodo mais curto®® em comparagao
com uma meédia de 8 a 10 anos na populagao geral'®
Ha maior ocorréncia de carcinomas no célon direito
(cerca de 70% dos tumores sao proximais a flexura
esplénica), maior numero de tumores sincronicos e/
ou metacrénicos’ e melhor prognostico do que os
CCR esporadicos'” embora os motivos que levem a
uma melhor sobrevida ainda nao sejam esclarecidos
(suspeita-se que a resposta imune no HNPCC tenha
um papel central neste ponto). Tumores primarios
extracolénicos também podem associar-se ao
fendtipo do HNPCC, principalmente os localizados no
utero, ureter, pelve renal, intestino delgado, estmago,
ovario e vias biliares'* Pacientes com historia familiar
sugestiva de HNPCC, que preenchem critérios de
Amsterda ou Bethesda (Tabela 1), devem iniciar
rastreamento colonoscoépico anual ou a cada dois
anos, ja a partir dos 20 anos, e anualmente a partir
dos 40. O tratamento cirurgico, quando esta
demonstrada a mutacéo nos genes reparadores de
DNA, é controverso e profilatico, envolvendo
colectomia subtotal com reavaliacao anual do
segmento retal’®

Tabela 2 Caracteristicas de PAF e HNPCC.

Tabela 1 — Critérios de Amsterda Il (conforme Vassen et
al., 1999)'*,

Critérios de Amsterda Il (rev. em julho de 1999)

Paciente com CCR deve ter as seguintes caracteristicas para
classificar sua familia como portadora da sindrome HNPCC:

1. Pelo menos trés parentes com cancer associado ao HNPCC
CCR, endometrial, intestino delgado, ureter e renal).

2. Um deles deve ser parente em primeiro grau dos outros dois.
3. Pelo menos duas geragoes sucessivas devem ser afetadas.
4. Pelo menos um caso de cancer tem de ter sido diagnosticado
antes dos 50 anos.

5. A sindrome PAF deve ser excluida em casos de CCR.

6. Os tumores devem ter seus diagnosticos confirmados por
exame e anatomo-patologico.

Como se pode depreender da analise das
caracteristicas clinicas das sindromes de CCR
hereditario expostas na Tabela 2, € de fundamental
importancia conhecer a possibilidade de heranga
genética em doentes para os quais o diagnostico
CCR ja tenha sido feito, uma vez que este achado
resultara em tratamento diferenciado. Da mesma
forma, a possibilidade de detectar presencga de
heranca genética antes do diagnostico de CCR para
um determinado individuo, resultara em vigilancia
diferenciada resultando em maior sobrevida.

PAF

HNPCC

Autossdmica dominante

gene APC (5g21)
hPMS1, hPMS2).

Adenomatosos, com inicio no célon
distal e reto; normalmente > 100.
Podem ocorrer adenomas no
intestino delgado e polipos
gastricos sdo comuns.

CCR, aproximadamente aos 40 anos;
muitos casos em jovens aos 20 anos;
cancer de intestino delgado,

estdbmago (principalmente no Japao),
tiredide,carcinomaperiampular e
outros podem ocorrer.
Retossigmoidoscopia periodica a partir
dos 10 anos. Endoscopia digestiva alta
a cada 1 a 3 anos. Rastreamento do
segmento retal remanescente apos

Padrao de herancga

Mutagao germinativa

Pélipos

Cancer

Diagnostico/
rastreamento

cirurgia profilatica

Tratamento cirurgico/ Colectomia subtotal profilatica com
profilatico
retal com reservatorio ileal.

Aconselhamento

genético” no gene APC no sangue- R$ 750,00.

anastomose ileo-retal; ou proctocolectomia

SIM. Detecgao de mutacao desconhecida

Detecgao de Mutagao Conhecida no gene
APC no sangue para familiares - R$ 150,00.

Autossdmica dominante

Qualquer um dos genes de reparo do DNA (hMSH2, hMLH1,

Os polipos de célon ocorrem na mesma frequéncia
que na populagao geral. Adenomas coldnicos sao
ocasionais, normalmente grandes e vilosos, ocorrendo
em faixas etarias precoces.

CCR com tendéncia proximal, excesso de tumores
sincronicos e metacronicos. Podem ocorrer também cancer e
de endométrio, ovario, intestino delgado, estdmago,

ureter e pelve renal. [dade média ao diagnostico € de 44 anos.

Colonoscopia, com inicio aos 20 anos, anual para
portadores de mutagédo em genes de reparo do DNA;
a cada 2 anos quando n&o sao realizados estudos de

mutagao. Biopsia aspirativa do endométrio quando realizar
as colonoscopias.

Colectomia subtotal para estagios iniciais de CCR.
Considerar possibilidade de colectomia total para portadores
e de mutacdo conhecida em genes de reparo do DNA e
considerar histerectomia total e ooforectomia profilatica para
pacientes com CCR inicial que ja constituiram sua familia.

SIM. Detecgdo de mutacao desconhecida nos genes MMR no
sangue 1750. Detecgao de mutagao conhecida nos genes
MMR no sangue para familiares R$ 150,00.

% Conforme pesquisa ao Instituto Ludwig do Hospital do Cancer em Sao Paulo, SP.




Eventos genéticos envolvidos na
patogenia da CCR

Em 1895, a costureira do Dr. Alfred Warthin
lhe disse que ela esperava morrer de cancer. Ela
estava saudavel naquele momento, mas muitos de
seus parentes haviam morrido de cancer do colon e
outras doencgas malignas. O Dr. Warthin, que era
Professor de Patologia na Universidade de Michigan,
ficou intrigado pela historia, e decidiu investigar os
arquivos locais de Patologia a respeito da familia de
sua costureira, que acabou se tornando a familia
“G” - o protdtipo de todas as familias com sindromes
de cancer familiar. Posteriormente, descobriu-se que
a histdria da familia “G” permitia classifica-la como
suscetivel a Sindrome do Cancer Colorretal
Hereditario Sem Polipose (HNPCC)*>75.140.141

Como foi visto, sabe-se que ha duas sindromes
familiares em que a heranga de um gene mutado
aumenta muito a probabilidade de CCR: a PAF e o
HNPCC. Apesar de serem sindromes genéticas her-
dadas pelas varias geracbes de uma familia, os
mecanismos de carcinogénese envolvem a heranca
genética e uma sequéncia elaborada de outras
alteragdes genéticas somaticas que se juntam ao fator
herdado para propiciar a carcinogénese. Tais
alteracdes genéticas somaticas levam décadas para
ocorrer, o que explica o fato de uma pessoa com PAF
ter seu primeiro adenoma aos 16 anos, mas apenas
ter CCR diagnosticado ao redor dos 40 anos.
Percebeu-se entdo que as pessoas acometidas pelas
sindromes apresentavam uma instabilidade
gendmica, decorrente da mutagéo genética herdada,
que as predispunha a terem mais mutagdes
somaticas. Ou seja, a mutagcao herdada facilitava a
ocorréncia de novas mutagoes.

Embora estime-se que a PAF e o HNPCC
sejam responsaveis por 1% e 10%, respectivamente,
de todos os casos de CCR, o estudo das mutagoes
nestes casos € de grande valia para avaliagao dos
casos de CCR esporadico, pois as etapas genéticas
sdo essencialmente as mesmas. Por volta de 15%
dos CCR esporadicos resultaram de duas mutagoes
somaticas a um gene envolvido no reparo de DNA,
tendo como consequéncia a mesma
hipermutabilidade vista nos pacientes com HNPCC.
Os 85% restantes parecem ser resultado de duas
mutacdes somaticas no gene APC (Adenomatous
Polyposis Coli), ou algum outro gene supressor
tumoral, seguido pela mesma instabilidade
cromossdmica encontrada na PAF

Categorias de genes envolvidos na
carcinogénese colorretal''?

1) Genes supressores tumorais - s30 genes
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cuja fungao é regular o crescimento e a proliferagao
celular. Uma alteragdo genética que leve a perda de
funcao deste gene permitiria uma proliferagéo celular
irrefreada, facilitando o desenvolvimento de
neoplasias. Perda de fungao de genes supressores
tumorais sao, portanto, eventos relativamente
frequientes no surgimento de neoplasias em todo o
corpo.

2) Oncogenes sao genes que codificam
para proteinas que promovem crescimento celular
normal e diferenciagdo. A ocorréncia de uma
alteracao na estrutura do protooncogene (levando a
sintese de uma proteina alterada) ou de uma
mudanca na regulagao da expressao do gene (que
passa a ser excessivamente expresso), resulta na
transformacéao do proto-oncogene em um oncogene,
que promove proliferacdo celular desregulada e o
surgimento de neoplasias.

3) Genes envolvidos no reparo de DNA

s&o os genes do complexo MMR (Mismatch Repair)
que sao responsaveis pela corregcao de erros de
pareamento de bases do DNA apos a acao da DNA
polimerase para duplicacao do DNA. A mutagao
desses genes deixa o DNA em um estado de
hipermutabilidade, apresentando um maior numero
de mutagodes (pois os erros da DNA polimerase nao
sdo corrigidos) e causando o fenotipo de
instabilidade de microssatélites, que sao sequéncias
altamente repetitivas de DNA e muito sujeitas a
sofrerem erros durante a replicacao pela DNA
polimerase.

Vias genéticas da carcinogénese colorretal
(Figura 3)

1) Via da instabilidade cromossémica:
ocorre na PAF, onde o paciente herda uma mutacao
no gene supressor tumoral APC. A fungao normal
deste gene & bloquear a proliferagao celular
incontrolada. Ela s6 ocorre, porém, se a célula tiver
seus dois alelos inativados. No caso da PAF, o
primeiro alelo inativo € herdado, e a perda do segundo
alelo permite o desenvolvimento de um adenoma, um
evento com grande probabilidade de ocorrer, ja que
todas as células apresentam um alelo inativo. Isto
explica o aparecimento de multiplos adenomas na
PAF Emum CCR esporadico, deveria ocorrer a perda
dos dois alelos do gene APC em uma mesma célula
para que houvesse o0 surgimento de um adenoma,
portanto um evento mais dificil de ocorrer. Por razdes
nao bem compreendidas, a perda dos dois alelos do
gene APC deixa o cromossomo da célula instavel e
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mais suscetivel a sofrer delegbes ou mutagbes
somaticas, levando a perda ou inativagdo de mais

Via da InIsAtabiIidad_e Cromqssémica

genes supressores tumorais ou ativacao de
oncogenes.
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Figura 3 Vias genéticas de carcinogénese colorretal.

2) Via da hipermutabilidade do DNA
Ocorre no HNPCC, em que a alteragao genética
herdada € a inativagdo de um dos alelos dos genes
envolvidos no reparo do DNA (genes hMSH2 e
hMLH1, principalmente). A inativagdo do segundo
alelo faz com que a célula perca sua capacidade de
realizar reparos no DNA, o que abre caminho para o
surgimento de diversas mutagées somaticas que
acabam por levar ao surgimento de CCR.

GENES ENVOLVIDOS NA CARCINOGENESE
COLORRETAL

1) Gene APC

O gene responsavel pela PAF, denominado de
APC (Adenomatous Polyposis Coli), foi identificado
em 1991 e localiza-se no cromossomo 5q21-
2241.48.58.55

Mutacbes herdadas no gene APC foram
demonstradas em 80% dos pacientes com PAF®®
Seguindo a hipotese de Knudson® de que duas
alteragcbes genéticas sao necessarias para o
desenvolvimento de cancer, alteracées em ambos
os alelos do gene APC foram identificadas em
pacientes que haviam desenvolvido CCR na PAF. A
mutacao germinativa € acompanhada por uma
mutagao somatica ou, mais comumente, por uma
delecao cromossémica. O gene APC &, portanto, um
gene supressor tumoral classico, necessitando da
inativacao de suas duas copias para favorecer a
carcinogénese® .

Embora o gene APC tenha sido primeiramente
demonstrado como o gene responsavel pela PAF,
um estudo em 1987 constatou sua importancia no
CCR esporadico ao identificar delegées no
cromossomo 5q em 20% dos carcinomas colorretais
esporadicos'® Outros estudos com CCR esporadico
constataram que a delecao do 5q ou mutagdes do
gene APC estavam presentes com frequéncia
semelhante entre os adenomas sem microinvaséo,
0s adenomas com microinvasao e os carcinomas
invasivos, sugerindo ser a inativagéo do gene APC
por mutagao e/ou delegdo uma alteragao precoce
ou até mesmo iniciadora do desenvolvimento dos
CCR esporadicos® 136

No que se refere a sua estrutura, o gene APC
consiste de 8538 nucleotideos distribuidos por 15
éxons transcritos que codificam uma proteina
citoplasmatica com 300 kDa e 2843 aminoacidos*' %
Esta proteina apresenta semelhancga de sequéncias
de aminoacidos com as proteinas dos filamentos
intermediarios, como miosina e ceratina®' e sua
expressao € mais elevada na porgdo superior da
cripta, sugerindo uma relagdo com o grau de
maturagao da célula'® Estudos demonstraram ser a
proteina mutante do gene APC soldvel no citoplasma,
enquanto que a proteina do tipo selvagem & insoluvel.
Outros estudos demonstraram que, in vitro, a proteina
truncada forma complexos com a proteina selvagem.
A proteina truncada pode, ent&o, interferir na fungéo
da proteina selvagem, o que significa que o gene APC
também pode funcionar de modo dominante negativo
nas células heterozigéticas in vivo'2+ 129



Varias fungdes ja foram atribuidas a proteina
APC. Em primeiro lugar, ela tem um papel importante
na regulacao da proliferacao celular, dada sua
habilidade de inibir a progressao das células da fase
G1 (ou pré-sintética de DNA) para a fase S (de
sintese de DNA) do ciclo celular. Também se
suspeita de uma funcdo da proteina nos
mecanismos de apoptose' Sabe-se também que
a proteina APC interage com uma série de outras
proteinas, dentre as quais as que mais tém sido alvo
de estudo sao as cateninas, especialmente a beta-
catenina. As cateninas (alfa, beta e gama) sdo uma
familia de proteinas citoplasmaticas com fungéo de
adesao intercelular, fazendo parte, juntamente com
a placoglobina, dos complexos de juncao aderente
e dos desmossomos'®?'5, Normalmente, a proteina
APC se liga a beta-catenina por um sitio codificado
no éxon 15 e permite a ligacao da enzima glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3) promovendo assim a
degradacao da beta-catenina™

Um bloqueio desta destruicdo, com inibicao
da GSKa3, é realizado pelo fator de crescimento Wnt-
1 Com a inibigao, aumentam-se os niveis de beta-
catenina, que se torna livre para interagir com duas
outras proteinas. Forma entdo um complexo com a
alfa-catenina e este complexo se liga ao dominio
citoplasmatico da E-caderina, uma outra proteina
transmembrana cuja porgao extracelular se liga a
uma proteina semelhante numa célula vizinha e
forma uma adesao intercelular. O complexo das
cateninas medeia entdo a interacao entre a E-
caderina e o citoesqueleto, que € essencial para a
replicacao celular® A beta-catenina também pode
funcionar como um fator ativador de transcri¢ao do
DNA, se complexando com o fator da célula T (Tcf),
formando um complexo molecular ativador de
transcricdo de DNA e iniciando, provavelmente, a
transcricao de genes que promovem a proliferagao
celular ou inibem a apoptose?® 87102115129 A perda da
proteina APC funcionaria entdo como uma sinalizagao
continua por Wnt-1. Resumindo, a proteina APC teria
entao uma funcao de retirar o excesso de beta-
catenina, modulando o nivel desta no citoplasma e
afetando a estrutura celular e vias de transdugao de
sinais relacionadas a proliferagao celular, controlando
deste modo a replicagao celular®®

A partir da identificagao do gene APC,
iniciaram-se varios estudos para detectar as
diferentes mutagdes existentes. Mutagdes somaticas
deste gene foram encontradas em até 81% dos
casos de carcinoma colorretal esporadico®'% Muito
embora ndo tenha sido demonstrada a necessidade
de inativacdo do alelo remanescente para
desenvolvimento maligno do tumor, na maior parte
(mais de 50%) dos casos de adenocarcinoma
colorretal, havia mutagbes em ambos os alelos™
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Nos pacientes com PAF foram encontradas
mutagdes nas linhagens germinativas de 67% a 80%
dos pacientes, todos sem parentesco®® No gene
APC, percebeu-se que ha uma regido, conhecida
como MCR (Mutation Cluster Region - regiao de
aglomeracao de mutagdes), que acumula a maioria
das mutacgées, apresentando por volta de 75% das
mutacdes somaticas em tumores esporadicos® #
Nos pacientes com PAF, porém, essa regiao €
responsavel por apenas 23% das mutagoes
germinativas® O cddon 1309, localizado na MCR,
€ o alvo mais frequente de mutacdes germinativas
e somaticas***" Embora ndo haja nenhum estudo
detectando uma correlagao direta entre o local da
mutacao e o fenoétipo, € possivel que as mutagoes
no codon 1309 estejam associadas ao
desenvolvimento precoce da PAF, enquanto as
mutacdes localizadas na extremidade 5' do gene se
associem a fenoétipos mais brandos e de inicio mais
tardio'%*'?7. As evidéncias acima indicam que o gene
APC codifica uma proteina com papel critico nos
processos de interagdes intercelulares e regulacao
da proliferacao celular. A sua disfungao resultante
de uma delecao alélica ou outras mutacgoes tem
papel primordial e precoce na cascata de alteragées
genéticas responsavel pelo surgimento da PAF e do
CCR esporadico.

2) Gene K-Ras

Para que haja uma manutencao adequada da
homeostase e do desenvolvimento celular, &
necessaria a interagcdo da célula com o meio
extracelular. Para que este processo ocorra, existe
uma cadeia de sinalizadores que captam sinais
recebidos do meio extracelular por receptores e
fazem a transducgao destes sinais de modo a passar
a informacgao para o nucleo celular” Nesta cadeia
de sinalizadores ha um grupo de proteinas
conhecidas como ras (de “Rat Sarcoma” - pois foram
relacionadas mutagdes destas proteinas com o
desenvolvimento de sarcomas em ratos), altamente
conservado entre as espécies de animais superiores.
Neste grupo de proteinas podem-se identificar trés
subgrupos: N-ras, H-ras e K-ras. As proteinas ras
desempenham um papel importante na transducao de
sinais mitogénicos através da membrana plasmatica,
com a estimulag&o de cascatas enzimaticas que levam
a progressao da célula no ciclo de replicagao celular.
Pode-se deduzir, portanto, que uma mutagéo que leva
a uma ativagao permanente destas proteinas tem um
papel importante nos mecanismos de carcinogénese®

MutagGes no gene ras constituem a alteragao
oncogenética mais comum em tumores humanos??
O gene K-ras é o gene mais estudado dentre a familia
ras. Localizado no brago curto do cromossomo
12, o gene K-ras codifica a proteina de 21 kDa
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conhecida como p21-ras. Quando o gene K-ras sofre
uma mutagéo, ha uma diminuicdo na interacao da
proteina p21-ras com a proteina ativadora da GTP-
ase (ras-GAP), ficando a proteina p21-ras
permanentemente ligada com GTP, ou seja,
permanentemente no estado ativo. A proteina p21-
ras no seu estado ativo realiza a fosforilagao de um
residuo de serina da proteina raf-1, que por sua vez
ativa uma cascata de quinases que acabam por
ativar fatores de transcrigdo nucleares como o c-
myc. Como a p21-ras mutada esta sempre ativa,
tem-se como consequéncia uma sinalizagao
continua para o nucleo e uma estimulagao potente
para a proliferacao celular. Pode-se dizer, entdo, que
0 gene K- ras & um protooncogene, o qual uma vez
ativado se torna um oncogene, ou seja, um gene
que estimula a proliferacdo celular neoplasica®'?

Mutagdes do gene K-ras foram identificadas
em até 47% dos carcinomas colorretais esporadicos,
assim como em 58% dos adenomas com mais de
um centimetro e com displasia de alto
grau' 19282962136 Em comparagao, apenas 9% dos
adenomas com menos de 1 cm apresentavam estas
mutacdes'*. Estes dados contrastam com os obtidos
para as delegcbes e mutagdbes do gene APC,
indicando que as mutacdes do gene K-ras ocorrem
em células carregando ja dois alelos inativados do
APC. Recentemente foram relatadas mutacdes do
gene K-ras nos focos de criptas aberrantes, com
freqliéncias de 58% a 73%’*'°> Nessas criptas os
indices de mutagao do APC sao muito menores. Isto
sugere que, com o APC intacto, uma mutacao
ativadora do K-ras leva apenas a formacao da cripta
aberrante, que € uma lesao nao neoplasica e nao
progressiva. Por outro lado, a disfungao do APC é
encontrada em focos displasicos de criptas
aberrantes e em adenomas, e nestes casos o K-ras
ativado da uma certa "dianteira” para a proliferacéo
neoplasica'®. Frente a esses dados, pode-se dizer
que as mutagdes do gene K-ras sao fatores
relativamente precoces na tumorigénese colorretal,
ocorrendo antes das transformacdes malignas'*

A mutagao encontrada mais frequentemente
¢ uma mutacao pontual no codon 12, embora
possam ser encontradas mutacées também nos
codons 13 e 61':33126.136  Estudos mais recentes
indicam que, provavelmente, as variadas mutacoes
do gene K-ras estariam relacionadas com diferengas
de agressividade bioldgica, comportamento tumoral
e prognostico para o paciente, embora isto ainda
nao tenha sido confirmado?®3".32.126

O gene K-Ras é o principal protooncogene
encontrado no CCR, sendo de extrema valia na
transducao regular de sinais estimuladores da
proliferacao celular. Quando mutado, porém, serve
de potente estimulo para a carcinogénese colorretal.

3) Gene DCC

Estudos citogenéticos de 1985 mostraram que
a delecao alélica do brago longo do cromossomo 18
era uma alteracao genética relativamente comum
no cancer colorretal®® sendo posteriormente
localizada no /locus 18g2™% A introducéao do
cromossomo 18 em linhagens celulares de CCR
inibiu o potencial maligno destas células, indicando
que o gene localizado na regiao deletada era um
gene supressor tumoral®® Através de estudos com
clonagem posicional, péde-se identificar e clonar um
gene localizado nessa regiao, ao qual foi dado o
nome de DCC (Deleted in Colon Cancer)*®

O gene DCC é um gene enorme, com mais
de 1,35 milhdes de pares de bases e no minimo 29
éxons?®. Codifica uma proteina transmembrana com
180 kDa, 1447 aminoacidos e uma porgéao
extracelular com dominios semelhantes a
imunoglobulina e fibronectina Ill. Foi constatado que
a estrutura da proteina do gene DCC €& homologa a
das proteinas N-CAMs, que sado moléculas de adesao
celular neural envolvidas na comunicacgao
intercelular*® Deduziu-se, entdo, que a proteina DCC
desempenha uma funcao essencial na modulagéo
da adesao célula-célula, e, desse modo, modula o
crescimento e a diferenciagao celular na cripta
colénica normal®’

As delec¢des do cromossomo 18q ocorrem em
aproximadamente 73% dos carcinomas
esporadicos, 47% dos adenomas com areas de
microinvasao e apenas 11% dos adenomas sem
areas de microinvasao. Estes resultados sugerem
que a perda do 18q € um evento relativamente tardio
na carcinogénese colorretal'27.28.29.136

Com a descoberta do gene DCC, varios
estudos subsequentes vem tentando estabelecer a
correlagao entre a perda do 18q e o estagio do tumor.
Demonstrou-se que praticamente todas as
metastases hepaticas apresentavam delecdo do
189* Um outro estudo constatou que 67% dos CCR
nos estagios B e C de Dukes apresentavam perda
total ou parcial do 18q, sendo esta perda maior nos
tumores no estagio C. Esse estudo também mostrou
que o prognostico da doenga em pacientes no
estagio B e com delecao do 18q era semelhante ao
prognéstico de pacientes no estagio C. Por outro
lado, pacientes com tumores no estagio B sem
delegcdo do 18q apresentavam progndstico
semelhante ao de pacientes com tumores no estagio
A. Esses achados indicam que a delecao do 18q
esta fortemente relacionada com uma pior sobrevida
para os pacientes com CCR, sugerindo que,
provavelmente, a proteina DCC tem um papel
supressor tumoral®

Pode-se dizer que a delegdo do 18q, com a
perda de um ou mais genes supressores tumorais,



dentre eles 0 DCC, constitui uma alteragéo genética
tardia que contribui na carcinogénese colorretal
através do comprometimento do funcionamento
adequado dos mecanismos de ades&o célula-célula,
levando ao surgimento dos padrées anormais de
diferenciacao celular observados no CCR e
exacerbando o surgimento de metastases pela perda
de contatos celulares.

4) Gene p53

Descrito pela primeira vez em 1979, é o gene
mais frequentemente associado com o cancer e ja
foi postulado seu papel na carcinogénese em varios
tecidos®®’2 O p53 é o gene supressor tumoral
classico, agindo na regulagcao do desenvolvimento
e crescimento celular®’ '35 | ocalizado no locus
17p13, ele codifica uma proteina de 53kDa e 393
aminoacidos que tem a caracteristica especial de
ser expressa quando o DNA celular sofre algum
tipo de dano, como aquele causado por luz
ultravioleta, irradiagao ou agentes quimioterapicos.
A proteina p53 se liga entdo pelo seu dominio no
terminal C ao local danificado do DNA e interrompe
as ceélulas na fase G do ciclo celular, impedindo a
progressao desta no ciclo de replicagao ate que o
dano ao DNA tenha sido reparado®. Caso isto nao
ocorra, induz a célula a entrar em apoptose, para
impedir a divisdo celular e a perpetuacao de material
gendmico alterado na linhagem celular™®

Os mecanismos pelos quais a proteina p53
blogueia o ciclo celular e induz a apoptose estao
parcialmente elucidados. Apos se ligar a regiao do
DNA danificada, a proteina ativa entao a transcrigcao
da proteina p21 que inibe certas enzimas quinases
necessarias para a célula passar para a fase S do
ciclo celular'®® Com isso, bloqueia o ciclo celular. O
mecanismo de ativagao da apoptose parece estar
relacionado a modulagao dos Bcl-2 e Bax. Para
iniciar a apoptose a proteina p53 ativa o gene Bax,
que promove a apoptose, e inibe o gene Bcl-2, que
reprime a apoptose. Sdo os niveis relativos destas
duas proteinas que vao determinar se a célula vai
ou ndo entrar em apoptose®® Pode-se deduzir
facilmente que uma mutacdo do p53 o deixaria
inefetivo e permitiria a divisdo celular com a
passagem de material genémico alterado para as
células-filhas.

Do mesmo modo que a perda do APC parece
ser o evento crucial para o desenvolvimento de um
adenoma, a perda do p53 é crucial para a sua
transformacgao maligna. Foi demonstrado que 75%
dos casos de CCR apresentavam perda de fungao
dos dois alelos do p53, geralmente um por mutagao
e o outro por delecdo®'*¢. Aexplicagéo para isto era
de que provavelmente a proteina p53 mutada agia
de modo dominante negativo sobre a proteina
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selvagem, impedindo sua agdo adequada e dando
uma vantagem de crescimento para estas células,
estimulando a replicagao celular e facilitando a
ocorréncia da delegdo do outro alelo®. A frequéncia
de perda dos dois alelos, porém, era muito menor
nos adenomas sem microinvasao (6%) e com
microinvasao (24%) indicando ser a inativagao dos
alelos do p53 um evento bem tardio na carcinogénese
colorretal’®

Mutacdes do p53 parecem conferir um
prognostico pior para o doente, estando associadas
a um risco 2,39 vezes maior de morte***"% Um dos
primeiros estudos sobre prognostico mostrou que
17% dos pacientes com CCR sem delegao do 17p
morriam de doenca metastatica, enquanto que 49%
dos que tinham delecdo morriam de doenga
metastatica®® Essa associagao mostrou-se
independente de outros fatores como idade, estagio
ou contetdo celular de DNA. Portanto, a detecgéo da
mutagao do p53 por técnicas de imunohistoquimica
ou PCR podera servir de importante ferramenta para
prognéstico, procedimento este que ja vem sendo feito
para tumores de cabecga e pescogo™

5) Genes de reparo do DNA (Mismatch
Repair- MMR)

Mutagdes somaticas podem surgir na célula
de diversa maneiras, causadas por substancias
mutagénicas tanto enddégenas como exogenas. Outra
possivel fonte de mutagbes somaticas sao os erros
cometidos pela DNA polimerase durante a replicagao
do DNA. Estima-se que esses erros ocorram a cada
10° bases, sendo que 99% sao corrigidos pela propria
enzima, deixando entao um erro a cada 107 bases. E
ativado entao o sistema de Mismatch Repair (MMR)
do DNA da célula, cuja principal fungado é o
reconhecimento e corregao de trés tipos de erros:
pareamento desigual de bases simples, bases
quimicamente alteradas e algcas na hélice. No primeiro
tipo de erro, a DNA polimerase falha em parear um
nucleotideo na fita-padrao de DNA com o seu
complemento correto na fita nova que esta sendo
sintetizada. No segundo tipo de erro, a polimerase
incorpora bases modificadas quimicamente por
mutagenos na fita nova que esta sendo sintetizada.
O terceiro tipo de erro ocorre quando a polimerase
se vé face a uma sequéncia muito repetitiva de DNA,
como muitos nucleotideos A (polyA) ou muitos
dinucleotideos GA. Se a sequéncia da fita-padrao é
altamente variada, a sequéncia da fita-nova so6 pode
ser de um unico jeito. Porém, se a fita padrao tem
uma sequéncia muito repetitiva, a DNA polimerase
pode errar e permitir a inclusdo de um ou dois
nucleotideos extras. Se o sistema MMR falhar,
comegam a ocorrer mutagdes com uma frequéncia
mUitO mai0r6.34_50.51.84.55.116
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Muito antes de ser descoberto nos seres
humanos, o sistema MMR ja era estudado em
organismos mais simples. Na bactéria Escherichia
coli trés proteinas constituiam o cerne do sistema-
as proteinas codificadas pelos genes mutS, mutL e
mutH* Também se encontraram genes hémologos
aos das bactérias em leveduras, os genes yMSH2,
yMLH1 e yPMS1'%.1%% Notou-se que mutagdes nos
genes MMR tanto das bactérias como dos fungos
levavam a um fenoétipo de desestabilizacao.

Os microssatélites sao regiées do genoma
que consistem de repeticdes de um, dois ou trés
nucleotideos. Sao altamente polimoérficas quanto ao
seu comprimento, de modo que uma mesma pessoa
tem em geral dois alelos diferentes para cada
microssatélite. No entanto, as sequéncias que
flanqueiam as microssatélites sdo extremamente
estaveis. Isso permitiu a analise do comprimento
das microssatélites pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction Reacdo em Cadeia
de Polimerase)>0°1 64116128 Ao mesmo tempo que se
analisavam mutacdes do sistema MMR em
bactérias, percebeu-se que ocorriam fendmenos
semelhantes com as sequéncias microssatélites em
tumores humanos. Foi dado a este fenétipo o nome
de Instabilidade de Microssatélites (MSI) ou fenétipo
RER+ (Replication Error Positive) e constatado que
estava associado ao HNPCC. Foi o primeiro passo
na caracterizacao das alteragdes genéticas que
|evam ao HNPCCS2.64,??,?8,BD.81,98,102.103,120,131,133

Iniciaram-se entao os estudos para identificar
os genes homologos do sistema MMR no ser
humano™* O primeiro a ser identificado e clonado
foi o hMSH2, localizado no cromossomo 2p,
homoélogo da mutS3*°7° Seguiu-se a identificacado do
gene hMLH1, no cromossomo 3p21, homélogo da
mut L7"1%° e dos genes hPMS1 e hPMS2, nos locus
2q31-33 e 7p22°° Recentemente foi identificado o
gene hMSHG6, também conhecido como hGTBP,
outro homoélogo da mutS#® Os estudos mais
recentes tém focalizado a interacéo e funcao dos
produtos protéicos dos genes MMR. Sabe-se que a
proteina hMSH2 aparentemente tem a fungao chefe
no servico de reconhecimento de erros de
pareamento de bases. Ela age, porem, formando
um dimero com a proteina hMSH6, para formar o
complexo hMSH2/hMSH6, homdlogo do complexo
mutS-alpha encontrado na E. coli. AhMLH1 também
forma um dimero, se juntando a hPMS2, e este
complexo vai agora interagir com o complexo
formado pela hMSH2/hMSH6. A fungao do hPMS1
ainda nao foi devidamente elucidada.

Os genes MMR parecem seguir o padréo de
gene supressor tumoral na definicao de sua capacidade
carcinogénica no HNPCC, requerendo uma segunda
mutacdo somatica apos a mutagdo germinativa
para que haja uma perda efetiva de funcgao

e ocorra a carcinogénese. Em algumas linhagens
celulares, porém, segue-se o padrdo dominante-
negativo, em que a presencga de apenas uma mutagao
confere o fendtipo maligno a célula. Acredita-se que
nestes casos a proteina mutada interaja com a
proteina selvagem impedindo sua a¢ao adequada.

5.1) Mutagoes dos genes MMR no HNPCC
e no CCR esporadico

a) Mutacao do hMSH2 no HNPCC

O primeiro gene a ser identificado, sabe-se
que apenas uma mutacao na linhagem germinativa
nao é suficiente para causar o fendtipo RER+
requerendo uma mutacao somatica do alelo
selvagem restante®*’® Calcula-se que mutagoes
neste gene estariam presentes em
aproximadamente 40% das familias com
HNPCC™72,

b) Mutagdo do hMLH1 no HNPCC

Semelhantemente ao hMSHZ2, a mutagdo emum
Unico alelo ndo é suficiente para causar o fenotipo
RER+'"", As muta¢des em hMLH1 foram detectadas em
24 a47% dos pacientes com HNPCC* 37993146 Amaioria
das mutacdes (70%) resulta numa proteina truncada'*

c¢) Mutacao do hPMS1 e do hPMS2 no HNPCC

Com funcao pouco conhecida, ndao sao
responsaveis por 10% das mutagdes encontradas
em pacientes com HNPCC*®

d) Mutagédo do hMSH6/hGTBP no HNPCC

Muito embora nao tenham sido encontradas
mutagbes germinativas em pacientes com HNPCC,
mutagdes do gene induzidas in vitro levam as células
afetadas a adquirirem o fenotipo maligno®®

e) Mutacao dos genes MMR no CCR
esporadico

Os primeiros estudos constataram que 28%
dos CCR esporadicos sdo RER+ com uma
frequéncia maior nos tumores proximais do que nos
distais. Em geral eram tumores com melhor
prognodstico e menor probabilidade de terem perda
de heterozigosidade nos cromosssomos 5q, 17p e
18q™" Outro estudo correlacionou o fenétipo RER+
com caracteristicas patolégicas dos tumores,
mostrando que os tumores com fenétipo RER+ eram
em geral proximais, maiores e mais indiferenciados®

Para avaliar o momento da ocorréncia da
mutacao, estudou-se a frequéncia do fenétipo RER+
em adenomas (3%) comparado com a frequéncia em
CCR (16%), levando a concluso que a mutacéo dos
genes MMR n&o & um mecanismo importante na
progressao inicial dos tumores. Conclui-se que a
importancia dos genes MMR no CCR esporadico se
limita ao percentual (15%) de tumores que
apresentam IMS e fenétipo RER+!



6) Gene MCC (Mutated in Colon Cancer)

A pesquisa pelo gene responsavel pela PAF
identificou um gene no cromossomo 5 locus q21 que
foi denominado MCC* Um grande numero de
tumores de colon esporadicos tiveram mutagdes no
MCC identificadas. Entretanto, nao foram
encontradas mutacdes desse gene nas células
germinativas em pacientes com PAF, eliminando a
possibilidade de esse gene ser o responsavel pela
doenca® Muitos estudos demonstraram perda de
heterozigose no /locus MCC em adenocarcinomas
colorretais, sugerindo que MCC é um gene supressor
tumoral. Todavia, o MCC esta ligado proximamente
ao APC, tornando a interpretacgao dificil. De fato, um
estudo de 21 tumores com perda de heterozigose
do locus do MCC falhou em encontrar mutagdes no
outro alelo restante em qualquer um dos tumores, e
nenhum deles apresentava perda de heterozigose
do MCC ou do APC separadamente?' Portanto, a
funcdo do MCC na oncogénese ainda € incerta.

A proteina MCC provavelmente funciona no
controle do ciclo celular. Embora os niveis totais de
MCC néao se alterem conforme a célula entre ou
passe pela fase S (de sintese de DNA), a proteina é
fosforilada nessa fase. Adicionalmente, a expressao
aumentada de MCC normal inibiu a entrada celular
na fase S.

7) Gene CD44

A glicoproteina de superficie celular CD44 &
um receptor de linfocitos com participagao no
enderecamento destes, mas também esta presente
em muitos outros tecidos. A sua provavel fungao era,
assim, de mediar as interagdes célula-célula e célula-
substrato. Em 1991, foi isolado o cDNA de uma
proteina que era homologa ao CD44, usando um
anticorpo monoclonal contra células de
adenocarcinoma pancreatico metastatico de ratos*?
Essa proteina, entretanto, era maior do que a
expressada normalmente e foi demonstrada ser uma
variante de splicing encontrada somente em tumores
metastaticos. Em contraste com células-controle
transfectadas somente com o vetor, quando essa
variante era expressada em linhagem de celulas
cancerosas ndo metastatizantes e injetadas em
animais singénicos, os tumores desenvolviam
metastases a distancia. Subsequentemente, foi
observado que um homélogo humano a essa variante
de splicing de CD44 estava presente em muitos
tecidos normais como a pele, mas ausente de outros
como epitélio colénico normal. Entretanto, utilizando
anticorpos especificos a essa variante, identificou-se
uma expressdo robusta em canceres de colon e
mama e em polipos adenomatosos*’-'""* Nos polipos,
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a presenca de CD44 estava associadas com areas
de displasia moderada a intensa.

O gene do CD44 é composto de 19 éxons em
sua totalidade. A forma expressada em linfécitos é
ausente dos éxons 7 a 14, que sao processados
fora durante o splicing. A variante do splicing insere
alguns desses éxons e geralmente apresenta uma
variedade de combinagdes, gerando um grande
numero de produtos na analise por eletroforese’®
O éxon 10 tem sido implicado como o éxon mais
comum que se correlaciona com o potencial
metastatico, mas outras variantes de éxons
provavelmente também apresentam o seu papel.

Embora nao se saiba ainda 0 mecanismo pelo
qual a variante de CD44 possibilite a capacidade
metastatizante, seu significado clinico reside na
observacao de que a expressao da variante do CD44
parece ser um indicador de prognoéstico independente,
prevendo uma incidéncia maior de recorréncias e de
mortalidade'™’ Isso possibilita a identificacao de
subgrupos especificos de pacientes que poderiam se
beneficiar de um manejo no pds-operatério mais
agressivo, além de uma nova técnica de
rastreamento'*®

8) C-myc

O gene c-myc € um membro da familia de
oncogenes, identificado primeiramente como um
homologo do oncogene transformante v-myc do virus
da mielocitomatose de aves. Em células mamarias,
a expressao do c-myc em associagcao com H-ras
resulta em transformacao das células de cultura®®
C-myc codifica uma fosfoproteina de 62 kilodaltons
localizada tanto no citoplasma como no nucleo, que
se liga ao DNA e ativa a transcri¢ao. A ativacao do c-
myc com o aumento do RNAm e da proteina
mostraram estar associados com a proliferacao
celular em inumeros tecidos. O mecanismo de
expressao aumentada em algumas circunstancias &
devido ao rearranjo do gene com perda subsequente
do controle normal da sua expressao génica.

Na mucosa colonica normal, a expressao de
c-myc ocorre no camada proliferativa, ou seja, no
terco inferior das criptas® "¢, Aproximadamente 25%
das células apresentam niveis elevados da proteina,
detectada por imunocitoquimica primariamente
dentro do nucleo. Niveis elevados de expressao de
c-myc tém sido identificados frequentemente em
células neoplasicas colorretais por analise tanto do
RNAm™'1% quanto das proteinas®"'* Em polipos
adenomatosos, a proteina também & encontrada nas
camadas mais superficiais, refletindo a expansao ja
conhecida dos compartimentos proliferativos dessas
les6es. Em adenocarcinomas, a expressao de c-myc
e heterogénea, mas na maioria dos casos ha ativacao
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aumentada do gene com maior quantidade de RNAm
e proteina nas células malignizadas. O mecanismo
de ativacdao de c-myc nessas neoplasias é
desconhecido, porque somente uma minoria parece
resultar de amplificagao génica??5'* Somente uma
associagao da ativacdao de c-myc com cancer
colorretal foi descrita e se ha uma causalidade na
oncogénese esta ainda devera ser melhor
determinada. Caso exista, a mutagao parece ocorrer
na fase inicial da seqiiéncia adenoma-carcinoma.

9) Gene src

Este gene originalmente foi identificado como
um homologo celular do oncogene v-src (gene
transformante do virus do sarcoma de Rous). O c-
src codifica um membro da familia src de
oncoproteinas. O seu produto, pp60, o primeiro
protooncogene descoberto, € uma proteina tirosino-
quinase. A expressao de pp60 ativado, assim como
a de seu homologo, é capaz de transformar células,
aumentando a atividade proliferativa conforme
cresce a atividade de pp60.

Estudos ja mostraram atividade de pp60
aumentada em carcinomas de colon e em polipos pré-
malignos®'"'® Os niveis de atividade se correlacionam
com o estagio da neoplasia. Polipos menores de 2 cm
apresentam os mesmos niveis de atividade de células
normais da mucosa, enquanto em polipos a partir de 2
cm até lesbes metastatizantes se observa uma
correlagao com o estagio da neoplasia e essa
atividade™". Também se notou correlagéo entre o grau
da displasia e o grau histologico com a atividade de
pp608, sendo consistente a elevacao dessa atividade
de acordo com o grau de displasia em epitélios
colénicos de pacientes com colite ulcerativa’® Niveis
altos de atividade de pp60 foram ainda encontrados
em canceres moderadamente e bem diferenciados,
mas em tumores pobremente diferenciados a atividade
era similar a daquela do tecido normal'*® No tecido
neoplasico, ha um aumento moderado na quantidade
de pp60, mas a sua atividade esta aumentada. Assim,
src esta elevado em células de neoplasias colorretais
em um estagio inicial, mas a sua fungao na proliferacéo
epitelial ainda n&o esta bem esclarecida, devendo atuar
durante a mitose.

10) Gene da enzima COX-2

Estudos epidemiolégicos demonstaram que o
uso cronico da aspirina resulta em um risco reduzido
de cancer colorretal®® e que o tratamento com sulindac
de pacientes com PAF causa regressao dos polipos
retais*®

Esses medicamentos, drogas

anti-inflamatérias nédo esterdides (DAINES),
funcionam reduzindo os niveis teciduais de
metabolitos do acido araquidénico, ou eicosandides.
Duas enzimas sao responsaveis pela sintese de
eicosanoides: ciclooxigenase-1 (COX-1) e
ciclooxigenase-2 (COX-2). Aprimeira € uma enzima
presente na maioria dos tecidos. Em contraste, COX-
2 ndo é expressa em condigdes normais, mas é
induzida por citocinas inflamatorias, fatores de
crescimento ou promotores de tumor. Como os
niveis de COX-1 nado se alteram significativamente,
acredita-se que COX-2 apresente o principal papel
na resposta inflamatoria. As DAINES inibem nao
especificamente a atividade de COX-1 e COX-2.
Baseado em parte nos efeitos das DAINES nas
neoplasias do colon, foi investigado o efeito da COX
na carcinogénese colorretal. Os niveis de
Prostaglandina E2 estao elevados significativamente
em CCR e pdlipos, embora ndo em todos os
tumores'®’'"" Os niveis da COX-2 sao muito baixos
no epitélio colénico normal, mas apresentam-se
elevados em CCR e polipos* Em todos os estudos,
nao foram identificados diferencas significativas nos
niveis de COX-1 entre o epitélio neoplasico e o normal.
Esse estudo demonstra uma associagao mas nao
um papel causal da COX-2 no cancer colorretal. Trés
estudos subsequentes demonstraram uma funcao
direta da enzima. Transformacdes permanentes da
linhagem de ceélula epitelial intestinal de rato
expressando COX-2 foram gerados' Quando as
células cresciam na laminina ou em um modelo de
membrana basal, houve maior proliferacao e adesao
nas ceélulas expressando COX-2. Adicionalmente,
quando medido diretamente, houve comparativamente
menor apoptose. Todas essas observacdes foram
revertidas com o uso do inibidor sulindac. Todos esses
achados possibilitaram a conclusdo de que 5em um
modelo de cultura de tecidos a expressao da COX-2
resultou em menor diferenciagdo, aumento da
proliferagdo e da adesao célula-matriz e menor
apoptose, todas essas manifestacdes fenotipicas
sendo propriedades tipicas de neoplasia.
Recentemente, em um modelo de PAF em rato
Min'™ demonstrou-se que COX-2 esta envolvida na
carcinogénese. Observou-se que a proteina COX-2 e 0s
niveis de PGE2 estavam elevados na mucosa normal
desses animais heterozigotos, em comparagdo com a
de ratos sem alteragao génica para PAF. Adicionalmente,
os niveis de apoptose estavam diminuidos no tergo
superior do vilo do epitélio. Quando tratados com sulindac,
todas essas anormalidades foram revertidas e proximo
da totalidade da formacao dos tumores foram inibidas
nesses animais. Em outra pesquisa®, estudaram-se
camundongos com knockout, heterozigotos para APC e
heterozigotos ou homozigotos para COX-2. Com
expressao diminuida para COX-2, esses animais



desenvolveram menos polipos intestinais e colénicos,
sendo que aqueles homozigotos para o knockout de
COX-2 apresentaram um decréscimo de 86% em
comparagao com os controles. Adicionalmente, todos
os polipos eram significativamente menores como um
resultado da redugéo do COX-2. Por sua vez, quando
os animais heterozigotos para APC, mas
apresentando COX-2 normal, foram tratados com um
inibidor especifico da atividade enzimatica de COX-
2, apresentaram 50 a 60% de redugéo no numero de
polipos, em comparagao com uma reducao de 26%
quando tratados com sulindac. Esses estudos
demonstraram que COX-2 apresenta um impacto direto

Tabela 3 Genes envolvidos na carcinogénese colorretal.
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no desenvolvimento de pdlipos colbnicos e canceres.
Deve-se ressaltar que, apesar de COX-2 estar presente
predominantemente na lamina propria das células do
vilo e polipos nesse estudo, nos canceres humanos
estava localizado nas células cancerosas derivadas
do epitélio"® A diferenca em relacdo aos polipos
humanos para os de rato pode ser devido a diferengas
entre especies ou do estudo de PAF em relagao a
tumores esporadicos. Entretanto, € inegavel que a
expressao de COX-2 parece apresentar um papel
significante na via da carcinogénese colorretal.

Os genes envolvidos no CCR estao
sumarizados na Tabela 3.

Categoria Nome Fungao do gene na patogénese do cancer
Sua perda afeta a regulagao do ciclo celular e da apoptose;
controla os niveis citoplasmaticos da proteina
APC b-catenina, que funciona como um ativador da
transcricao de DNA.
Supressores tumorais DCC Molécula de adeséo celular; perda de fungao é estimulo
para comportamento metastatico
p53 Regula o ciclo celular e a apopotose apos dano ao DNA;
perda de funcéo leva a replicagao celular mesmo em face
de mutagbes no DNA.
MCC Fungao desconhecida; efeito da perda de funcao desconhecido
Proteina de ligacao com o GTP e intermediaria na via de
K-ras sinalizagao de fatores de crescimento; mutagao leva a sua
ativagao constante e estimulagao irrefreada a replicacao do DNA
src Enzima tirosina quinase; tem atividade elevada em adenomas e
Oncogenes carcinomas, porém 0s mecanismos que levam a sua
ativagao sao desconhecidos
Ativador de transcricao; expressao aumentada em neoplasias
c-myc do célon, porém os mecanismos de amplificagdo sao
desconhecidos
hMSH2 Fazem parte do sistema de reparo do DNA; perda leva ao
hMLH1 fendtipo de instabilidade de microssatélites e a hipermutabilidade
Genes Mismatch Repair hMSH6 do DNA
hPMS1
hPMS2
CD44v Glicoproteina de superficie celular; molécula de adesao celular
relacionada com doenca metastatica.
Outros Genes Gene da enzima Ciclooxigenase-induzivel; inibe diferenciagao
COX-2 celular no epitélio intestinal e diminue apoptose.

CONCLUSAO

A elucidacdo completa dos mecanismos
genéticos envolvidos na patogénese molecular do
CCR ¢ um fator de grande relevancia na busca da
diminuicao tanto da mortalidade do CCR, que

permanece praticamente inalterada nas ultimas
décadas, quanto no impacto social imposto por tal
doenga. Ao passo que o0 conhecimento obtido através
da genética avanga, é possivel desenvolver métodos
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génica. Portanto, é inegavel a importancia para
clinicos e cirurgides da area digestiva entenderem
0s mecanismos genéticos envolvidos na génese do
CCR, uma vez que toda conduta médica em relagéo
a essa doenca certamente, num futuro n&o distante,
apresentara como base o quadro genético.
Familiarizar-se com a Genética do Cancer Colorretal
e 0S avancos nessa area torna-se, portanto,
imperativo para esses profissionais.

de investigacao e diagndstico mais sensiveis e
especificos,como o rastreamento para populagdes de
alto risco. Do mesmo modo, nos proximos anos o
conhecimento genético devera sedimentar-se como
um dos fatores de maior peso na decisao terapéutica
e na abordagem do paciente com tal patologia.
Ademais, a elaboragéo de tratamentos alternativos a
cirurgia, um procedimento invasivo com seu risco
inerente, também parece possivel através da terapia
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ABSTRACT: Colorectal cancer (CRC) is one of the most important neoplasms not only for its prevalence but also for its
incidence, accounting for 10% of all the neoplasms in the USA. However, its mortality remained unaffected in the last 50
years. Since Morson described the adenoma-carcinoma sequence for the first time in 1978, the elucidation of the molecular
mechanisms involved in the pathogenesis of CRC became intensively studied and many progresses were obtained. Several
genes, like APC, DCC and p53, among others, were identified as participants of the adenoma-carcinoma sequence. They
are involved in the multi-step process of the tumorigenesis, where the accumulation of genetic mutations in unstable cells
represents the most important factor, which ends up rising the cancer. There are two basic types of CRC: the sporadic, that
accounts for 85% of the total of cases of CRC; and the familal, with about 15% of the cases, which includes the Adenomatous
Polyposi of the Colum (APC) and the Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC). The mechanisms of action of
such genes are now being described and research is being made to determine their prognostic value. One expect that the
complete elucidation of such mechanisms will allow a decrease not only on the mortality, but also on the social impact
imposed by such disease. Moreover, alternative treatments for surgery seems possible by gene therapy. Therefore, it is
imperative for gastrointestinal surgeons and physicians to be familiarized with the genetics of the colorectal cancer.

KEYWORDS: Colorectal neoplasms/genetics; Colorectal neoplasms/epidemiology; Sequence/genetics; Adenomatous

polyposis coli/genetics; Adenocarcinoma/epidemiology; Adenocarcinoma/genetics; Mutation/genetics.
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