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Resumo

O Cancro Colon Retal (CCR) ¢ um dos cancros mais comuns no mundo, sendo o
terceiro mais frequente e mortal a nivel mundial, com uma incidéncia de cerca de 9% e
provocando a morte de aproximadamente 394000 pessoas/ano. O desenvolvimento
desta neoplasia surge maioritariamente associado a uma sequéncia ¢ acumulacao de
mutagdes genéticas, designada sequéncia adenoma-carcinoma. Esta doenca pode
também ser causada por outro mecanismo genético, a instabilidade de microssatélites
(MSI). Esta associa-se a carcinogénese colon retal pela presenga de mutagdes em genes

envolvidos nos mecanismos de reparagao do DNA.

Recentemente, uma nova via molecular, envolvendo principalmente mecanismos
epigenéticos, foi descoberta como outra possivel causa no desenvolvimento de CCR.
Nesta via, alteragdes epigenéticas como a metilagdo do DNA, modificacdes das
histonas, alteracdes da estrutura da cromatina, perda de imprinting gendémico e

microRNAs foram associadas a carcinogénese colon retal.

Este trabalho teve como objetivo o estudo das alteragdes epigenéticas na carcinogénese
do CCR, em particular, a influéncia da metilacdo do DNA no desenvolvimento desta
patologia. Para este estudo, foi realizada uma pesquisa bibliografica no motor de busca

Pubmed utilizando os termos “Cancer”, “Colorectal”, “Methylation” e “Epigenetic”.

A metilagdo do DNA ¢ fundamental na modulacio da expressdo genética, e nas células
cancerigenas, a alteragdo do padrdo de metilagdo do DNA inclui a hipermetilagao das
ilhas CpG e a hipometilagdo global do DNA. Esta detecao aberrante da metilacao tem
sido usada clinicamente para estratificar o risco de desenvolver cancro e na detegao
precoce e prognostico do cancro. Uma vez que a alteracdo da metilacdo do DNA ¢
reversivel, esta tem sido recentemente estudada como um possivel alvo na terapéutica
anticancerigena ou em terapéuticas de combinacdo, no tratamento do CCR. Para além
disto, varios estudos apontam que a metilagdo do DNA pode ser utilizada como um

biomarcador no diagnoéstico, avaliagdo e progndstico desta neoplasia.

Palavras-chave: Cancro; CCR; Epigenética; Metilagdo do DNA






Abstrat

Colorectal cancer (CRC) is the third most common and deadly cancer world-wide, with
an incidence of 9% and responsible for the dead of approximately 394000 individuals
per year. The development of this neoplasia is, in most cases, due to the accumulation
of genetic mutations, also known as adenoma-carcinoma sequence. In addition, CRC
can also be caused by another genetic mechanism called microsatellite instability. In
this process, the carcinogenesis results from mutations in genes of the DNA repair

machinery.

However, a new molecular pathway, involving epigenetic mechanisms, was recently
found as another possible cause related to the carcinogenesis of CRC. These
mechanisms involve DNA methylation, histone modifications, chromatin structure

alterations, loss of imprinting and microRNAs.

The present work aimed to debate the knowledge in the field of epigenetic in association
with the carcinogenesis of CRC, specifically how DNA methylation alterations affect
the development of this condition. For this, a bibliographic search in the Pubmed
database was performed using the terms “Cancer, Colorectal, Methylation and

Epigenetic”.

The DNA methylation is a key mechanism in regulating the genetic expression of the
cell and it was observed that in cancer cells this process was altered, resulting in CpG
island hypermethylation and global hypomethylation of genomic DNA. Abnormal DNA
methylation is now being used clinically to stratify the risk of developing cancer and in
early detection and prognosis of the disease. Because DNA methylation alteration is a
reversible process, it has recently been studied as a possible target in anti-cancer therapy
or combination therapies. Furthermore, several studies point that DNA methylation can

be used as a biomarker for the diagnosis, evaluation and prognosis of colorectal cancer

Keywords: Cancer; CRC; Epigenetics; DNA Methylation
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Introducao

Introducio

1. Cancro: Estado de arte

Os mecanismos associados ao cancro estdo profundamente enraizados na nossa histéria
evolutiva, existindo evidéncias paleontoldgicas que sugerem que o aparecimento de
cancro no planeta ¢ muito antecedente ao aparecimento da raga humana. Estudos
realizados com fragmentos de ossos de dinossauros, oriundos do periodo Cretaceo,
mostraram evidéncias da presenga de cancro (Rothschild, Tanke, Helbing, & Martin,
2003). As primeiras evidéncias de cancro em humanos foram observadas em mumias
Egipcias, datadas de 3000 a.C. e eram relativas a cancro da prostata (Kunjumoideen,

2014).

A palavra cancro tem origem do Grego karkinos, que significa caranguejo, e foi
utilizada por Hipdcrates para descrever carcinomas. Segundo Hipdcrates, existiam
quatro fluidos corporais, denominados por humores: o sangue, fleuma, a bilis amarela e
a bilis negra. A acumulagdo da bilis negra foi apontada por este, como a causa do cancro

(Weinberg, 2014).

Em 1830, com o aparecimento do microscopio, foi identificada a célula - unidade
fundamental de todos os tecidos. Nessa altura, surgiu ainda, a teoria de que todas as

células surgem da divisdo de células preexistentes (Weinberg, 2014).

As células tém a capacidade de proliferar e participar na formacgdo dos tecidos o que,
por sua vez, torna possivel a manutengdo dos mesmos durante o tempo de vida do
organismo. No entanto, a estrutura e as atividades basicas das células podem sofrer
alteragdes. As células cancerigenas caracterizam-se por uma alteracdo no mecanismo de
proliferagdo, existindo assim, uma divisdo completamente descontrolada e
desorganizada. Esta divisdo continua d4 origem a tecidos com uma constru¢do e
manutengdo anormal, a que chamamos tumores. A doenca resultante da divisdo anormal

das células atribui-se a denominagdo de cancro (Harrington, 2015; Weingberg, 2014).

O estudo a nivel histologico dos tecidos permitiu comparar tecidos constituidos de
células cancerigenas e tecidos normais, verificando-se uma maior complexidade e

organiza¢ao nos tecidos normais. Este estudo ¢, ainda hoje, crucial para perceber qual a
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Metilagdo e CCR

origem do tumor primario e permite classificar o tumor, de acordo com o seu tamanho e
agressividade, em benigno e maligno. A classificagdo em benigno ¢ geralmente
atribuida a tumores que ndo atingem tecidos vizinhos, ou seja, que ndo originam
metastases. No entanto os tumores podem tornar-se malignos, sendo resistentes a
terapia, espalhar-se (metastizar) e por vezes, desenvolverem-se novamente apods
remocao, tendo nestes casos a denominagdo de cancros (Seeley, Stephen, & Tate, 2001;

Weingberg, 2014).

Os tumores podem ainda ser classificados de acordo com os seus tecidos de origem. A
maioria dos tumores humanos tem origem nos tecidos epiteliais e quando malignos, sdo
classificados como carcinomas. Dentro dos carcinomas, ¢ ainda possivel, distinguir dois
tipos de cancros: os carcinomas das células escamosas e os adenocarcinomas. Os
primeiros surgem, geralmente, associados as células epiteliais da pele ou queratinécitos
enquanto que, os segundos, estdo associados a células epiteliais com funcdo secretoria,
presentes no epitélio de o6rgdos como o pulmdo, colon, mama, pancreas, estobmago,

ovario, endométrio e prostata (Weingberg, 2014).

Os cancros com origem diferente dos tecidos epiteliais sdo, frequentemente,
encontrados nos tecidos hematopoiéticos, conjuntivo ou em cé€lulas constituintes do
sistema nervoso central e periférico. O crescimento anormal e a danificagdo das células
do sistema imunoldgico, presentes no tecido hematopoiético, origina leucemias -
tumores malignos localizados nos eritrocitos- e linfomas - cancros nos linfocitos T e B.
Nas células do tecido conjuntivo da-se o nome de sarcomas (Seeley et al., 2001;

Weingberg, 2014).

As causas dos varios tipos de cancros sao complexas e variadas, incluindo na maioria
das vezes fatores ambientais ou carcinogéneos (quimicos, fisicos (radiacdo) e biologicos
(virus)), que normalmente induzem alteracdes no DNA e mutagdes que se atingem a
linha germinativa aumentam a suscetibilidade dos descendentes para desenvolver

cancro mais tarde (Parsa, 2012).

O cancro pode ter consequéncias graves para a saude e ¢ definido como a principal
causa de morte nos paises economicamente desenvolvidos e a segunda nos paises em
desenvolvimento (Jemal et al., 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, o
cancro do pulmdo, prostata, colon retal e estdbmago sdo os mais comuns no sexo

masculino, enquanto que, o cancro da mama, célon retal, colo do ttero e estdmago

12
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surgem, maioritariamente, em mulheres. A probabilidade para desenvolver cancro
baseia-se nas diferengas de exposi¢do (por exemplo, ao tabaco), histéria médica e
suscetibilidade genética de cada individuo. Estas caracteristicas podem subestimar ou
sobrestimar o risco individual (Siegel, Miller, & Jemal, 2016). Mais de 30% das mortes
por cancro poderiam ser evitadas se existisse uma mudanga no estilo de vida do
individuo, evitando os principais fatores de risco, em especial o tabaco. Por outro lado,
um diagnoéstico precoce ¢ considerado um fator determinante no tratamento da doenca
(Lieberman, 2012). O cancro pode ser diagnosticado mesmo antes de surgirem sintomas
sugestivos do mesmo. O diagnostico precoce ¢ geralmente conseguido através de
programas de rastreio ou através da vigilancia de pessoas consideradas com alto risco
para desenvolver cancro (Willie Hamilton, Walter, Rubin, & Neal, 2016). As taxas de
sobrevivéncia associadas a esta doenga, assim como a qualidade de vida do doente,
podem melhorar significativamente quando existe um diagndstico precoce € um
tratamento eficaz. O tratamento vai depender do tipo de cancro e do estadio em que o
mesmo foi diagnosticado (Zhou et al., 2016). Alguns doentes realizam apenas um tipo
de tratamento, no entanto, a maioria necessita de varios tipos de tratamentos
combinados, tais como a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia (American Cancer

Society, 2014).

Nesta tese, eu foco-me no Cancro Coélon Retal, fazendo uma revisdo sobre a
epidemiologia, etiologia e fatores de risco associados, debru¢ando-me, posteriormente,
nos mecanismos moleculares associados a carcinogénese colon retal e no papel que a
metilagdo do DNA (fatores epigenéticos) apresenta no desenvolvimento desta doenca,
responsavel pela morte de cerca de 3797 pessoas por ano, em Portugal (Forno, Pogas, &
Matos, 2012). Para tal, foi efetuada uma pesquisa bibliografica no motor de busca

Pubmed, utilizando os termos “Cancer”, “Colorectal”, “Methylation” e “Epigenetic”

13
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Capitulo 1

1. O Cancro Cdélon Retal (CCR)

O Cancro Colon Retal (CCR) tem como local de origem a primeira por¢do do intestino
grosso, o colon — ou a ultima parte, o reto. Desta forma, pode denominar-se apenas
como cancro do célon ou cancro do reto, caso o local onde se inicia seja o colon ou o
reto, respetivamente. No entanto, estes dois tipos de cancro sdo muitas vezes agrupados

por apresentarem caracteristicas muito semelhantes (American Cancer Society, 2014).

O CCR inicia-se, maioritariamente, com o crescimento de polipos no revestimento
epiteliar do colon ou do reto que se caracterizam por um crescimento saliente, ligado ao
tecido subjacente. Os poélipos, ndo sdo cancerosos por si, no entanto, ¢ possivel que
alguns tipos de pdlipos apresentem potencial para se transformarem em cancro. Existem
dois tipos principais de polipos - os adenomas ou pré-malignos e os inflamatorios ou
benignos. Os primeiros sao aqueles que sao apontados como pré-cancerosos, isto €, que
tendem a evoluir para cancro e que sdo a causa mais comum deste tipo de cancro. Os
polipos inflamatdrios, que s3o o tipo mais comum de poélipos, ndo apresentam
normalmente potencial canceroso mas devem ser removidos cirurgicamente como modo

de prevengdo (Bardhan & Liu, 2013).

A carcinogénese, associada ao Cancro Colon Retal, ¢ resultado da acumulagdo de
alteragcdes genéticas e epigenéticas, que ocorrem nas células do epitélio do cédlon
(Abdelfatah, Kerner, Nanda, & Ahuja, 2016; Goel & Boland, 2012). As alteracdes
genéticas correspondem a mutagdes/variagdes que ocorrem nas sequéncias de DNA que
constituem os genes e, podem afetar diretamente a sintese das proteinas. Isto €, certas
mutacgoes/variacdes podem originar tripletos de nucledtidos que vao codificar
aminoacidos diferentes do pressuposto, levando a producdo de quantidades diferentes de
proteina daquela que era suposto ser produzida ou resultando em proteinas mutantes
com atividades funcionais alteradas. As mutagdes genéticas podem ter como origem
fatores intrinsecos - erros de replicagdo, a extensdo do gene, nimero de introes,
presenca de sequéncias repetidas - que originam mutagdes espontaneas ou, fatores
extrinsecos ou mutagéneos - agentes quimicos e fisicos. Estas podem dividir-se em

mutacoes de substituicdo, inser¢ao e delecdo. De entre estes tipos, as mutagdes que
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surgem, maioritariamente, associadas ao CCR correspondem a delegdes, insergoes,
transversoes € mutacdes missense e nonsense (Armaghany, Wilson, Chu, & Mills, 2012;

Sameer, 2013).

Para além destas alteracdes/variacdes genéticas, a carcinogénese do CCR tem sido
também associada a alteragdes epigenéticas, que nao envolvem alteragdes na sequéncia
do DNA. Alteragdes epigenéticas relacionadas com o desenvolvimento do CCR
envolvem principalmente alteragdes na metilacio do DNA e modificacdes das histonas
e alteram os padrdes de expressdo génica (American Cancer Society, 2014; Goel &

Boland, 2012; Lao & Grady, 2011).

1.1.Epidemiologia do CCR

O Cancro Coélon Retal ¢ uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em
todo o mundo, apresentando uma taxa de incidéncia de cerca de 9% de todos os casos
de cancro. Este cancro foi classificado pela Organizagdo Mundial da Satde, em 2012,
como o terceiro cancro mais frequente e o terceiro mais mortal a nivel mundial; sendo
ainda, o segundo cancro mais comum em mulheres e o terceiro em homens (Ferlay,
Jacques.; Shin, Hai-Rim.; Bray, Freddie.; Forman, David.; Mathers, Colin.; Parkin,
2010; Jemal et al., 2011; Siegel et al., 2016).

As taxas de incidéncia observadas no CCR ndo sdo distribuidas de igual forma pelo
Mundo, havendo uma grande diferenga geografica na sua distribuigdo global. Este tipo
de cancro ¢ caracteristico dos paises desenvolvidos, correspondendo os valores mais
elevados de incidéncia aos paises como Nova Zelandia, Australia, paises europeus e da
América do Norte. Os valores mais baixos de incidéncia do CCR sao encontrados em
paises em desenvolvimento, principalmente na Africa, América do Sul e Centro-Sul
Asiatico (Haggar & Boushey, 2009; Jemal et al., 2011). A mortalidade associada ao
CCR ¢ aproximadamente metade da sua incidéncia e, estima-se que ocorrem cerca de
394000 mortes no Mundo, anualmente (Haggar & Boushey, 2009). Segundo a
American Cancer Society, ¢ expectavel que o CCR seja a causa de 49190 mortes nos

EUA, durante o ano de 2016
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A diferenga que se observa na taxa de incidéncia entre paises ¢ resultado da etiologia
multifatorial que caracteriza o CCR, e reflete as diferencas tanto culturais como
econdmicas entre os paises desenvolvidos e os paises em desenvolvimento (Gonzalez,

2006; Potter, 1999).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos programas de rastreio que auxiliam na detecao e
remogao de polipos pré-cancerosos. Contudo, estes sdo apenas vidveis em paises
desenvolvidos, e nestes, t€ém contribuido para o decréscimo da taxa de incidéncia de
CCR. Porém, estas iniciativas deveriam ser alargadas a todos as areas que apresentem
populagdo de risco, isto ¢, uma populagdo envelhecida e com estilo de vida

ocidentalizado (Jemal et al., 2011).

Em Portugal, a taxa de incidéncia do cancro do colon por cem mil habitantes, no ano de
2010, foi de 47,6 e para o cancro do reto de 22,7. Devido a inexisténcia de dados mais
recentes, ndo ¢ possivel verificar se esta taxa aumentou ou diminuiu nos ultimos seis
anos. Segundo a Direcdo Geral da Saude, os indicadores de mortalidade relativos ao
cancro do colon e da jun¢do retossigmodide e reto, no ano de 2014, por cem mil
habitantes, registam uma taxa de mortalidade de 25,8 e 10,3, respetivamente (Tabela 1 e

2) (Miranda & Portugal, 2016).

Tabela 1- Indicadores de Mortalidade relativos a cancro do célon, em Portugal (2010-2014) Taxas: por
100000 habitantes (Miranda & Portugal, 2016).

Cancro do Colon

2010 2011 2012 2013 2014

Ambos os sexos

Numero de 6bitos 2647 2740 2686 2724 2687

Taxa de mortalidade 25,0 26,0 25,6 26,1 25,7

Taxa de mortalidade padronizada 15,4 15,5 14,9 15,0 14,5
Sexo Masculino

Numero de 6bitos 1511 1500 1533 1560 1526

Taxa de mortalidade 29,9 29,8 30,6 314 30,9

Taxa de mortalidade padronizada 21,0 20,5 204 20,5 19,7
Sexo Feminino

Numero de 6bitos 1136 1240 1153 1164 1161

Taxa de mortalidade 20,6 22,5 21,0 21,2 21,3

Taxa de mortalidade padronizada 11,2 11,8 11,0 11,1 10,7
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Tabela 2 - Indicadores de Mortalidade relativos a cancro da jungao retossigmoide e do reto, em Portugal

(2010-2014). Taxas: por 100000 habitantes ( Miranda & Portugal, 2016).

Cancro da juncio retossigmoide e do reto

2010 2011 2012 2013 2014

Ambos os sexos

Numero de 6bitos 1084 1051 1088 1079 1073

Taxa de mortalidade 10,3 10,0 10,4 10,3 10,3

Taxa de mortalidade padronizada 6,5 6,1 6,2 6,1 6,0
Sexo Masculino

Numero de 6bitos 703 661 689 653 655

Taxa de mortalidade 13,9 13,1 13,7 13,1 13,3

Taxa de mortalidade padronizada 9,9 9,2 9,3 8,9 8,6
Sexo Feminino

Numero de 6bitos 381 390 399 426 418

Taxa de mortalidade 6,9 7,1 7,3 7,8 7,7

Taxa de mortalidade padronizada 4,0 3,8 4,0 4,0 4,0

1.2.Etiologia

O Cancro Colon Retal pode ser classificado, segundo a sua etiologia, em esporadico e
hereditario. Os cancros esporadicos representam a maioria dos casos de CCR, nos quais,
o desenvolvimento ndo est4 associado a qualquer predisposi¢ao hereditaria. Os maiores
fatores de risco no desenvolvimento deste tipo de CCR incluem: a idade, a dieta, o estilo
de vida, fatores ambientais, mutagdes somaticas adquiridas e historia prévia de adenoma
maligno ou doenca inflamatéria do intestino. Os pacientes com CCRs esporadicos nao
apresentam fatores de risco genéticos ainda identificados (Giglia & Chu, 2016;

Mundade, Imperiale, Prabhu, Loehrer, & Lu, 2014).

Contrariamente, os CCRs hereditarios, tal como o nome indica, t€ém origem hereditaria
ou familiar e representam cerca de um terco do total dos Cancros Célon Retal (Giglia &
Chu, 2016). Este grupo de CCRs esta associado a reconhecidas sindromes familiares,
como por exemplo, a Sindrome de Lynch e a Sindrome Adenomatosa Familiar (FAP)
que apresentam caracteristicas clinicas e patologicas especificas e possuem mutagdes
genéticas identificaveis. Porém, estas representam apenas 5% dos CCRs hereditarios,

sendo os restantes associados a familias, onde a taxa de incidéncia de CCR esta
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aumentada mas que, no entanto, ndo existe um causa genética especifica conhecida

(Giglia & Chu, 2016).

1.3.Patofisiologia

O Cancro Colon Retal resulta de uma sequéncia de alteragdes da mucosa normal do
intestino grosso e tem maioritariamente inicio em lesdes pré-cancerosas benignas,
também designadas por polipos pré-cancerosos ou adenomas. A prevaléncia dos polipos
adenomatosos, em individuos com idade superior a 60 anos, corresponde
aproximadamente a 40%, no entanto, nem todos os poélipos do colon e reto
correspondem a adenomas, ¢ mais de 90% dos adenomas ndo se desenvolvem em

cancro (Conteduca, Sansonno, Russi, & Dammacco, 2013).

Os adenomas podem ser classificados endoscopicamente pelo seu tamanho, morfologia
macroscopica e morfologia/organizagdo microscopica (histologia), trés importantes
caracteristicas que podem predizer a malignidade do adenoma bem como orientar o
médico na decisdao do tratamento. Macroscopicamente os adenomas podem ser sé€sseis
ou pedunculados (Figura 1). Os ultimos representam protusdes em forma de cogumelo
na mucosa do colon, suportadas por um pedinculo (haste) de comprimento variavel,
enquanto que, os adenomas sésseis crescem num padrdo mais achatado sobre a mucosa
e com menor separagdo do epitélio adenomatoso. Histologicamente os adenomas sésseis
ou pedunculados podem ser classificados em tubulares, vilosos ou tubulovilosos (Figura
2). Os adenomas tubulares, que representam a maioria dos adenomas, apresentam uma
histologia tubular associada a glandulas de pequenos tamanhos e arredondadas,
enquanto que, os adenomas vilosos caracterizam-se per longas areas de arquitetura
filamentosa (Simon, 2016). Os adenomas que apresentam caracteristicas dos adenomas
tubulares e dos adenomas vilosos sao denominados tubovilosos (Gibson & Odze, 2016;

Simon, 2016).
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Adenoma Pedunculado Adenoma Séssil

Nivel 0 Adenocarcinoma
Nivel 1 Epitélio
adenomatoso
Nivel 2 F— Mucosa Normal
do Célon
Nivel 3
Nivel 4 Submucosa

Muscular propria

Tecido Conjuntivo Seroso

Figura 1 - Adenoma pedunculado e adenoma séssil
Os adenomas pedunculados surgem como protusdes alongadas em forma de cogumelo na mucosa do
cOlon enquanto que, os adenomas sésseis apresentam uma forma mais achatada ¢ mais proxima da

mucosa do célon (Adaptado de Soreide, Nedrebo, Reite, Thorse, & Korner, 2009).

B

Figura 2 - Adenomas tubulares, vilosos e tubulovilosos
Os adenomas tubulares diferenciam-se pela sua histologia tubular (A) enquanto que, nos adenomas

vilosos (C) observa-se, maioritariamente, uma arquitetura filamentosa. Os adenomas tubulovilosos (B)

apresentam caracteristicas dos adenomas tubulares e dos adenomas vilosos (Gibson & Odze, 2016)
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Contudo, a definicao daquilo que constitui os polipos vilosos € varidvel e na pratica, a
Organizacao Mundial da Saude recomenda a seguinte classificagdo: adenomas tubulares
- apresentam 25% ou menos de vilosidades; adenomas vilosos - mais de 75% de
vilosidades; adenomas tubulovilosos - 26 a 75% de vilosidades. A incidéncia de cancro
nos diferentes tipos de adenomas ¢ de 2-3% nos adenomas tubulares, 6-8% nos

adenomas tubulovilosos e 10-18% nos adenomas vilosos (Konishi & Morson, 1982).

O tamanho dos adenomas ¢ também um fator determinante nesta identificagdo e
orientacdo clinica (Conteduca et al., 2013; Gibson & Odze, 2016; Simon, 2016). Assim,
os tumores com dimensdes superiores a dois centimetros sdo os que geralmente
apresentam maior potencial para o desenvolvimento de cancro (Conteduca et al., 2013).
Por outro lado, o tamanho do adenoma pode ser também associado a sua classificagdo
histologica. Os adenomas inferiores a um centimetro, estdo, muitas vezes, associados a
adenomas tubulares, enquanto que, a presenca de vilosidades ¢ mais evidente em
adenomas de maiores dimensdes (Gibson & Odze, 2016). Os adenomas podem ainda
ser classificados, pela displasia, em alto e baixo grau. A displasia € o termo que
descreve o grau de desordem do poélipo/adenoma, comparativamente com o epitélio
normal, o qual exibe uniformidade no tamanho, forma e nucleo. Os adenomas que
apresentam um alto grau de displasia sdo associados ao aumento da incidéncia do

cancro (Gibson & Odze, 2016; Khatibzadeh et al., 2005).

Além dos adenomas, ¢ ainda conhecido outro grupo de polipos que podem conduzir ao
desenvolvimento da carcinogénese colon retal, os podlipos serreados. Este tipo de
polipos esta associado ao desenvolvimento de cerca de 10-15% de todos os CCRs e,
podem definir-se como um conjunto de lesdes, cuja arquitetura das criptas ¢ comparada
com os dentes de uma serra (Azevedo, 2011; Conteduca et al., 2013). E possivel
distinguir trés subgrupos de polipos serreados: os poélipos hiperplasicos (PH), os
adenomas serreados sésseis (P/ASS) e os adenomas serreados tradicionais (P/AST)
(Figura 3). Os polipos hiperplasicos (HP) correspondem a cerca de 80-90% de todas as
lesdes serreadas e representam os polipos mais inofensivos deste grupo. Estes
apresentam, geralmente, dimensdes reduzidas (<5mm) e a sua maioria, tem origem no
colon distal (Yamane et al., 2014). Os HP caracterizam-se por criptas alongadas, com
arquitetura serreada na metade superior das mesmas e uma zona proliferativa na parte
inferior (Azevedo, 2011) Os adenomas serreados sésseis (P/ASS), representam 10-25%

dos polipos serrados e, ao contrdrio dos HP, surgem, maioritariamente, no co6lon
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proximal (Yamane et al., 2014). A identificagdo dos P/ASS ¢ feita através da
observagao de criptas com a base dilatada, ramificadas e com serreacdo mais evidente
nos alongamentos das mesmas (Azevedo, 2011; East, Vieth, & Rex, 2015; Yamane et
al., 2014). Por ultimo, os adenomas serreados tradicionais (P/AST), correspondem a
uma percentagem minima de todos os polipos serreados e caracterizam-se pela presenca
de criptas ectopicas, resultando num padrdo de crescimento complexo, por possuirem

um citoplasma eosinofilo e estratificacdo nuclear (Azevedo, 2011; East et al., 2015).

Figura 3 — Representagdo histopatologica de polipos serreados.
E possivel distinguir trés subgrupos de polipos serreados: os polipos hiperplasicos (A), os adenomas
serreados sésseis (B) e os adenomas serreados tradicionais (D). Em C podemos observar um adenoma

serreado séssil com displasia (Ijspeert, Vermeulen, Meijer, & Dekker, 2015).

1.4. Fatores de Risco

O termo fator de risco, em oncologia, ¢ apontado a qualquer atributo, caracteristica ou
exposicdo que aumente a probabilidade de um individuo para desenvolver cancro

(Hamoya et al., 2016).
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O risco de desenvolvimento de Cancro Célon Retal estd, maioritariamente, dependente
de fatores de risco ndo modificiveis. No entanto, existe uma percentagem com
particular interesse, que esta associada a fatores modificaveis e, ¢ estimado que cerca de
66-75 % dos CCRs poderiam ser evitados através da modificacdo do estilo de vida
(Binefa, Rodriguez-moranta, Teule, & Medina-hayas, 2014; Hamoya et al., 2016;
Kolligs, 2016). Os fatores de risco modificaveis que estdo, até a data, associados com o
desenvolvimento do CCR estdo, maioritariamente, relacionados com a dieta, o
sedentarismo, a ingestdo excessiva de alcool e o tabagismo (Tabela 3) (Binefa et al.,

2014; Gonzalez, 2006; Hamoya et al., 2016).

O CCR ¢ uma doenga associada a paises industrializados e, em especial, a individuos
com dietas ricas em gorduras e pobres em fibras, frutas e vegetais. A literatura
publicada sugere que todo o tipo de gordura, satura e insaturada, tem potencial para
aumentar o risco associado ao desenvolvimento deste cancro. Existem também
evidéncias que sugerem uma associag@o entre o consumo de carnes vermelhas e o CCR.
Denomina-se como carne vermelha, a carne muscular de mamiferos como o bovino,
porco, cordeiro, carneiro e cavalo (Boada, Luzardo, & Henriquez-Hernandez, 2016).
Um estudo da satde das enfermeiras concluiu que, mulheres que faziam uma dieta a
base de carnes vermelhas apresentavam um risco de desenvolver CCR superior,
comparativamente com as mulheres que raramente consumiam estas carnes. O mesmo
foi verificado para homens que consumiam este tipo de carne, cinco ou mais vezes por
semana, em comparagdo com homens que apenas comiam carnes vermelhas uma vez
por més (Potter, 1999). Mais recentemente, também o consumo de carnes processadas
foi apontado como um fator de risco para o desenvolvimento de CCR. Estas referem-se
a toda a carne que tenha sido transformada por secagem, fermentacao, fumo, salga, ou
outro processo, de forma a realgar o seu sabor e melhorar a preservacdo e geralmente
incluem carnes vermelhas (Boada et al., 2016). O processamento das carnes vermelhas,
através de processos que atingem temperaturas elevadas, tais como cozer, fritar ou
grelhar, provoca a degradacdo de aminodcidos e da creatinina presente no musculo,
resultando na formagdo de certos compostos, incluindo as aminas heterociclicas, que
sdo mutagénicas e cancerigenas (Durko & Malecka-panas, 2014). Varios estudos
publicados até¢ a data sugerem que um consumo diario de cem gramas de carne
vermelha, ou cinquenta gramas de carne processada, aumenta o risco de desenvolver

CCR em aproximadamente 18% (Boada et al., 2016; Durko & Malecka-panas, 2014).
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Os baixos niveis de atividade fisica assim como a obesidade também té€m sido
associados a um aumento do risco de CCR. Individuos que durante muitos anos da sua
vida realizaram atividades fisicas, parecem apresentar um menor risco de CCR,
comparativamente com aqueles que levaram uma vida sedentaria (Potter, 1999). Uma
meta-analise conduzida por Wolin et al indica que, individuos fisicamente ativos tém
uma reducao de 24% no risco de desenvolver CCR (Wolin, Yan, Colditz, & Lee, 2009).
O tabagismo e o elevado consumo de alcool sdo também sugeridos como potenciais
indutores do desenvolvimento de CCR e o mecanismo pelo qual estes atuam na

carcinogénese ¢ descrito mais a frente.

Apesar de serem alguns os fatores de risco potencialmente modificaveis, e de esta
modificacdo conduzir a uma elevada percentagem de reducdo do risco de CCR, os
fatores de risco ndo modificaveis tém um papel importante no desenvolvimento desta
neoplasia. De entre os fatores ndo modificaveis, ¢ de destacar o aumento da idade, com
a justificacdo de que, mais de metade dos CCRs sdo diagnosticados apds os setenta
anos. Além do fator idade, podemos ainda referir como fatores de risco ndo
modificaveis, a histéria familiar de CCR, a predisposi¢dao genética em individuos com
sindromes hereditarias do CCR (por exemplo, a Sindrome de Lynch e a Sindrome
Adenomatosa Familiar), a doenca inflamatoria do intestino, diabetes tipo II e

hipertrigliceridémia (Tabela 3) (Hamoya et al., 2016).

Tabela 3- Fatores de risco do CCR

Fatores de risco ndo modificaveis Fatores de risco modificaveis
Envelhecimento (>50 anos) Dieta rica em gorduras
Historia familiar de CCR Dieta pobre em fruta, fibras e vegetais
Sindrome FAP Carnes vermelhas / Carnes processadas
Sindrome de Lynch Sedentarismo
Doenga Inflamatéria do Intestino Obesidade
Diabetes tipo 11 Tabagismo
Hipertrigliceridémia Elevado consumo de alcool
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1.5.Sintomatologia

O Cancro Colon Retal como a maioria dos cancros nao apresenta sintomas detetaveis na
sua fase inicial (John, George, Primrose, & Fozard, 2010), sendo que os sintomas
surgem principalmente em estadios mais avangados da doencga, estando dependentes da
localizagao e do tamanho do tumor (Labianca et al., 2013). O sintoma mais comum e
precoce no desenvolvimento do CCR, ¢ a perda de sangue pelo ands ou, o seu
aparecimento nas fezes precoce (John et al., 2010). Outros sintomas referidos pelos
doentes incluem anemia, dor abdominal persistente, perda de peso sem causa associada,
anorexia, constipacao, cansaco, nauseas ¢ vomitos e alteragdes dos habitos intestinais
como diarreia, obstipagdo ¢ mudancas na consisténcia das fezes (Fletcher, 2009; W

Hamilton, Round, Sharp, & Peters, 2005).

1.6. Métodos de rastreio e diagndstico

O rastreio, no ambito da doenca oncoldgica, define-se como uma estratégia de
prevencgdo secundaria e, consiste num conjunto de atividades que sdo orientadas com o
objetivo de detetar uma condigdo pré-cancerosa numa populacdo aparentemente
saudavel, bem como, a detecdo da doenca em estadios recentes, potencialmente curaveis

(Labianca et al., 2013).

O prognéstico do Cancro Colon Retal, a semelhanca de outros cancros, esta
intimamente relacionado com o estaddio da doenga no momento do diagndstico inicial,
verificando-se que quanto mais precoce for diagnosticado o adenoma, menor sera a taxa

de mortalidade relacionada com o CCR (George, 2014).

O diagnostico precoce passa pela realizacdo de programas organizados de rastreio e de
vigilancia e compreende a confirmacdo da existéncia ou ndo da doenga. Os programas
de rastreio sdo indicados para identificar individuos assintomaticos cujo risco de
desenvolverem CCR ¢ significativo, sendo que, a estratificagdo dos pacientes de acordo
com o risco associado a carcinogénese coOlon retal ¢ uma estratégica chave para o
diagnéstico precoce. Deste modo, podemos distinguir dois tipos de risco: risco médio e
risco elevado. O risco médio ¢ atribuido aos pacientes assintomaticos com idade igual

ou superior a 50 anos, sem historia familiar de CCR. O risco elevado atribui-se a
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pacientes com histéria familiar associada, ou seja, com um ou mais familiares de
primeiro grau com CCR, a pacientes com sindromes hereditérias tais como, a Sindrome
de Lynch e a Sindrome de FAP e ainda a pacientes com doenca inflamatoria intestinal
(Lieberman, 2012 ). Segundo a norma 003/ 2014 da Dire¢do Geral da Saude, devem ser
incluidos no rastreio os utentes assintomaticos, com idades compreendidas entre os 50 e
os 74 anos. Depois desta idade, o rastreio deve ser descontinuado dado as crescentes

cormobilidades que se verificam nesta populagdo (Labianca et al., 2013).

Atualmente, o rastreio do Cancro Colon Retal faz-se principalmente através de trés
métodos: a pesquisa de sangue oculto nas fezes (PSOF), a sigmoidoscopia flexivel e a

colonoscopia (Kolligs, 2016; Labianca et al., 2013; Lieberman, 2012).

Os pdlipos ou as lesdes associadas ao CCR podem resultar em sangramento que, pode
ser detetado nas fezes muito antes de aparecem sintomas relacionados com a patologia.
Desta forma, a PSOF é o método de rastreio mais utilizado, a partir do qual sdo
identificadas pessoas com um maior risco de desenvolver CCR e, posteriormente,
encaminhadas para a realizacdo de uma colonoscopia (Benton, Seaman, & Halloran,
2015). A PSOF ¢ um método ndo invasivo, que deve ser realizado em homens e
mulheres, com idades compreendidas entre os 50 € os 70 anos e que utiliza um papel
reativo impregnado numa resina de guaiaque que muda de cor quando oxidado por
peroxidases ou atividade da heme peroxidase (Hebden, Donnelly, & Rickets , 2009).
Este método permite a reducdo da mortalidade por CCR em 15 % e o beneficio parece
ser maior quando o teste ¢ repetido anualmente ou, pelo menos, de dois em dois anos

(Kolligs, 2016; Labianca et al., 2013)

No entanto, a PSOF apresenta algumas limitagdes, principalmente devido a falsos-
positivos que resultam da baixa sensibilidade na pesquisa de adenomas e da ingestio de
carne vermelha crua, vegetais e fruta que contenham peroxidade (por exemplo,
brécolos, couve-flor € nabo) assim como a ingestdo de aspirina e anti-inflamatorios nao
esteroides, nos trés dias antecedentes a realizagdo do teste (Hebden, Donnelly, &
Rickets , 2009). Recentemente, um teste imunoquimico das fezes (FIT) tem sido
estudado como alternativa 2 PSOF. A semelhanca da PSOF, este método também
procura vestigios de sangue, porém, recorrendo a técnicas imunoquimicas (Hebden,
Donnelly, & Rickets , 2009). O FIT pesquisa especificamente a hemoglobina humana,

uma proteina presente nos eritrocitos, sendo por isso, um teste mais especifico que a
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PSOF e menos suscetivel de ser confundido com determinados alimentos (Benton et al.,
2015). No entanto, o resultado positivo quer da PSOF quer do FIT, deve ser seguido de
uma colonoscopia (Figura 4) para confirmar o diagnostico (Kolligs, 2016; Labianca et

al., 2013; Lieberman, 2012; Segman, Patnick, & von Karsa, 2010)

|
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ao fim de 1-2
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Figura 4- Algoritmo Clinico do Rastreio do CCR.

O rastreio inicia-se em utentes na faixa etaria de 50-74 anos. Deste grupo, sdo excluidos utentes com
sintomas sugestivos da patologia, com historia familiar de adenoma ou CCR, com sindromes hereditarias
do CCR e ainda, com doenga inflamatodria intestinal. Estes sdo submetidos, de imediato a realiza¢do da
colonoscopia total. Os restantes realizam a pesquisa de sangue oculto nas fazes e, em caso de resultado
positivo, realizam a colonoscopia total. Legenda: PSOF - pesquisa de sangue oculto nas fezes. Norma

003/2014, Diregao Geral da Saude (George, 2014)



Meétodos de rastreio e diagnostico

A sigmoidoscopia flexivel e a colonoscopia podem definir-se como métodos
endoscopicos. Estes s3o os principais métodos na realizagdo e confirmacdo do
diagnodstico de CCR, com preferéncia para a colonoscopia. O procedimento associado a
endoscopia tem como base a insercdo de um tubo flexivel no antis do paciente, com o
intuito de inspecionar o colon e o reto. Este método permite, detetar anomalias e
remove-las num Unico procedimento. Na sigmoidoscopia flexivel, apenas metade do
colon € observado, enquanto que na colosnocopia, geralmente observa-se o colon por

completo (Segman et al., 2010).

A sigmoidoscopia flexivel permite detetar pdlipos e CCRs, ressecar polipos e retirar
amostras para exame histologico, a partir de um endoscopio flexivel de sessenta
centimetros. Este ¢ um exame mais simples que a colonoscopia, podendo causar algum
desconforto mas ndo dor (Hebden, Donnelly, & Rickets , 2009). Segundo as Guidelines
Europeias de 2012, uma Unica realizacdo da sigmoidoscopia flexivel ¢ capaz de reduzir
a incidéncia do CCR em 23-80% e a mortalidade em 31-50%. A faixa etéria preferivel
para realizacdo deste método estd compreendida no intervalo dos 55 aos 64 anos
(Labianca et al., 2013). O beneficio associado a simogmoidoscopia estd limitado ao
colon distal, ndo existindo evidéncias da redugdo da incidéncia e mortalidade por CCR
associado célon proximal (Lieberman, 2012). Os estudos disponiveis sugerem que o
intervalo Optimo para rastreio com este método ndo deve ser inferior a dez anos,
podendo mesmo ser alargado até aos vinte anos (Labianca et al., 2013; Segman et al.,

2010).

Ap6s resultado positivo da PSOF ou da sigmoidoscopia flexivel, € essencial a realiza¢do
de uma colonoscopia de modo a confirmar o pré-diagndstico da PSOF ou verificar a
existéncia de mais adenomas nao detetados na sigmoidoscopia flexivel (Figura 4). Este
¢ considerado o exame de elei¢do na avaliacdo do colon e permite a polipectomia bem
como, a realizagdo de biopsias em todo o codlon (Hebden, Donnelly, & Rickets , 2009).
A colonoscopia ¢ um método invasivo e caro, cuja realizacdo requer utilizadores
especializados, apresentando uma elevada sensibilidade (=95%) e especificidade na
detecao de adenomas e cancros (Hebden, Donnelly, & Rickets , 2009). No entanto, a
eficacia deste método de diagndstico na reducdo da incidéncia e mortalidade associada
ao CCR ¢ limitada, devido principalmente a falta de estudos de acompanhamento dos
doentes apods colonoscopia. Para além disto, estudos recentes sugerem que, este método,

nao ¢ tao eficiente no colon proximal (Labianca et al., 2013; Segman et al., 2010). De
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acordo com as Guidelines Europeias, a colonoscopia ndao deve ser realizada em
individuos com menos de 50 anos, uma vez que, a prevaléncia de CCR nesta faixa etaria
ndo justifica esta intervencdo e deve ser descontinuada em individuos com mais de 74
anos. O intervalo Optimo para rastreio por colonoscopia, a semelhanga da
sigmoidoscopia, ndo deve ser inferior a dez anos, podendo estender-se até aos vinte

anos (Labianca et al., 2013).

Os individuos de risco elevado, ndo sdo incluidos no rastreio, devendo ser submetidos a
uma colonoscopia total, assim como os que apresentam sintomas sugestivos da
existéncia de Cancro Colon Retal, tais como anemia, perda de peso e sangramento retal
permanente (Figura 4). Para estes individuos, a colonoscopia ¢ utilizada como um
método de vigilancia, sendo a idade ideal para realizacdo da primeira colonoscopia ¢ o
intervalo de rastreio diferentes do descrito anteriormente ¢ dependente da condicao pela

qual o risco elevado foi atribuido (Hebden, Donnelly, & Rickets , 2009; Gorge, 2014).

No entanto, a bidpsia, realizada a partir da analise microscopica de uma amostra do
tumor, recolhida durante a colonoscopia, ¢ a unica andlise que permite saber se a lesdo

detetada ¢ benigna ou maligna (Strum, 2016).

Capitulo IT

2. Mecanismos moleculares associados a carcinogénese do Cancro Célon Retal

O Cancro Colon Retal ¢ um tipo de cancro heterogéneo, apresentando perfis
moleculares e vias de sinalizagdo complexas e caracteristicas clinico-patoldgicas e vias

de progressao muito varidveis (Zambirinis, Theodoropoulos, & Gazouli, 2009).

A identificagdo e compreensdo das causas genéticas e vias moleculares que resultam na
carcinogénese do Cancro Colon Retal t€ém vindo a aumentar nos ultimos anos.
Atualmente consideram-se trés principais vias que conduzem a carcinogénese do CCR,
nomeadamente, a instabilidade cromossomica (CIN), a instabilidade de microssatélites
(MSI) e o fenotipo metilador das ilhas CpG (CIMP), também conhecido como
instabilidade epigenética (Azevedo, 2011; Pino & Chung, 2010).
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2.1. Via de instabilidade cromossomica

A via de instabilidade cromossémica (CIN), também denominada por sequéncia
adenoma-carcinoma ou via supressora, foi descrita pela primeira vez, em 1990, por
Fearon e Vogelstein. Segundo estes autores, o desenvolvimento de CCR, através desta
via, tem como base uma acumulagdo gradual de alteragcdes genéticas e epigenéticas, que
vao desde a ativacdo de proto-oncogenes a inativagdo de varios genes supressores do

tumor, responsaveis por regular o crescimento e a diferenciagao celular (Figura 5).

Mutagoes e Mutagoes e
LOH no APC LOH no TP53
(59)

Colon Lesao Adenoma
Normal adenomatosa| Precoce
displasica
Tecido Normal Iniciagdo tumoral Progressdp Tumoral Neoplasia

Mutagdes no
KRAS (12q)

Figura 5- Sequéncia adenoma - carcinoma

Mutacdes no gene APC conduzem a formacdo de um adenoma a partir da mucosa cdlica normal,
iniciando deste modo a tumorigénese e, em seguida, ocorrem mutagdes no oncogene KRAS, responsaveis
pela progressdao do adenoma. Simultaneamente verificam-se outras mutagdes genéticas, tais como a perda
da heterozigotia (LOH), que vdo também contribuir para a progressdo e transformacdo maligna do
adenoma. Por tultimo, a transi¢do do adenoma avangado para carcinoma ¢ mediada pela inativagdo do
gene supressor de tumor 7P53. Legenda: APC — Adenomatous polyposis coli, LOH- perda de
heterozigotia, KRAS- V-ki-Ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog , TP53- tumor protein p53
(Adaptado de Fearon & Vogelstein, 1990).
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Os oncogenes sao formas mutadas de genes normais denominados proto-oncogenes ¢
sdo responsaveis por estimular o aumento da proliferacdo de células anormais através de
fatores de crescimento, recetores e proteinas envolvidas na transdug¢do de sinal
(Weingberg, 2014). Os genes supressores de tumor codificam proteinas cuja funcgdo ¢
inibir os mecanismos que conduzem a divisdo e proliferacdo celular quando sao
detetadas anomalias, prevenindo a transformacdo maligna das células e quando
mutados, podem conduzir ao desenvolvimento de cancro (Harrington, 2015;

Weingberg, 2014).

Estima-se que a via CIN seja responsavel por cerca de 70 a 85% dos casos de Cancro

Colon Retal (Armaghany et al., 2012; Bardhan & Liu, 2013).

A nivel histologico, a sequéncia adenoma-carcinoma, inicia-se ao nivel das células
epiteliais do intestino, com uma hiperplasia da mucosa que progride, posteriormente,
para adenoma de baixo grau de displasia, iniciando-se deste modo a tumorigénese

(Shiller & Boostrom, 2015).

Geneticamente, a inativacdo do gene APC (adenomatous polyposis coli) assume-se
como a primeira etapa da transformagao mucosa normal- adenoma precoce. Este gene,
localizado no braco longo do cromossoma 5 na posi¢do 22.2 (5q22.2) (Figura 6) atua
como um gene supressor tumoral codificando para uma proteina que regula a
diferenciagdo, adesdo, polaridade celular, migragdo, desenvolvimento, apoptose celular
e segregacdo dos cromossomas (Genetics Home Reference, 2016; Pino & Chung,

2010).
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Figura 6 - Localizagdo do gene APC no cromossoma 5 (Genetics Home Reference, 2016)
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Enquanto proteina supressora de tumor, a sua principal fungdo compreende a regulagao
dos niveis intracelulares da B-catenina, na via de transducdo de sinal Wnt/B-catenina

(Lao & Grady, 2011; Pino & Chung, 2010).

A fase seguinte na sequéncia adenoma-carcinoma compreende a transformacdo do
adenoma precoce a adenoma avancado. Esta fase caracteriza-se pela ocorréncia de
mutagdes no oncogene KRAS. Este gene encontra-se mutado em cerca de 30-50% de

todos os CCRs (Pino & Chung, 2010).

O proto-oncogene KRAS localiza-se no brago curto do cromossoma 12 na posi¢do 12.1
(12p12.1) codificando uma proteina da familia da proteina RAF, juntamente com a
ARAF e RAF1 (Pino & Chung, 2010). Estas proteinas intervém, na transducao do sinal
da via de sinalizagdo RAS-RAF-MEK-ERK (mitogen-actived protein/extracelular
signal - regulated kinase - extracellular signal - regulated kinase), também denominada
por MAPK (mitogen actived protein kinase) (Figura 7) (Lao & Grady, 2011; Palomba et
al., 2016).

Fatores de crescimento

TGF, EGF

RTK

Aumento da transcricdo de genes,
afetando o crescimento e
proliferacao

Figura 7- Via RAS- RAF-MEK-ERK
As proteinas BRAF e KRAS, a partir de estimulos externos, medeiam a transdugdo do sinal da via de

sinalizagdo MAPK. Quando a via esta ativa, a ERK, ¢ transferida para o nticleo da célula onde vai ativar

os fatores de transcricdo e, consequentemente, alterar a expressdo dos genes responsaveis pelo
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crescimento e proliferacdo celular. Legenda: TGT — Transformin growth factor beta, EGF- Epidermal
growth factor, RTK- Receptor of tyrosine kinase, KRAS- V-ki-Ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog, BRAF — V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1( Adaptado de Leggett & Whitehall,
2010).

A via de sinalizacdo MAPK ¢ ativada pela ligagdo de fatores de crescimento, tal como o
EGF (epidermal growth factor) e o TGFP (Transforming growth factor beta), intervindo
em processos celulares essenciais como a proliferacdo, diferenciacdo, migragdo,
regulacdo da expressdo génica e a apoptose (Figura 7) (Bardhan & Liu, 2013; Leggett &
Whitehall, 2010; Pino & Chung, 2010).

Outra forma de ativagdo desta via ocorre devido a mutagdes no oncogene KRAS,
levando a ativagdo permanente da via e, por consequente, ao aumento da proliferagdo

celular, contribuindo para o desenvolvimento do carcinoma (Palomba et al., 2016).

Apesar da sua importancia, as mutagdes no oncogene KRAS nao sdo suficientes por si s6
para o desenvolvimento do carcinoma. A transformacdo, de adenoma avancado a
carcinoma, ¢ consequéncia da inativacao do gene supressor tumoral 7P53 (Shiller &

Boostrom, 2015).

O gene TP53 localiza-se no brago curto do cromossoma 17 na posi¢ao 13.1 (17p13.1) e
codifica uma proteina designada por p53 (Arvelo, Sojo, & Cotte, 2015). Esta atua como
um fator de transcri¢do, cuja funcdo € controlar os genes envolvidos no mecanismo de
reparagdo do DNA e regular a divisdo celular, impedindo que as células se dividam de
forma descontrolada e levando a diferentes respostas celulares antiproliferativas.
Quando o DNA de uma célula ¢ danificado, por exposi¢cdo a radiagdo UV, produtos
quimicos, etc, a p53 desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase da
célula (Naccarati et al., 2012). Os danos no DNA funcionam como um sinal para a
ativacdo desta proteina que, mediante o tipo de dano, pode induzir trés respostas
distintas. No caso de o DNA poder ser reparado, a p53 vai induzir um bloqueio
transitorio do ciclo celular, através da transcricdo de genes efetores, fornecendo o tempo
suficiente para a reparagdo. Por vezes, quando o dano no DNA ¢ muito extenso e a
reparagdo nao ¢ possivel, a proteina p53 induz a senescéncia celular ou a apoptose. A
senescéncia celular define-se como uma paragem permanente do ciclo celular e € um

mecanismo muito util na prevengdo do desenvolvimento da carcinogénese (Rossi,
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Daniele, Melino, & Annicchiarico, 2015). A apoptose consiste numa série de alteragdes
celulares que levam a autodestruicdo das células, desencadeada por uma variedade de
estimulos e envolve a ativagdo de enzimas caspases, resultando na fragmentagao rapida
de uma célula e na fagocitose de fragmentos resultantes da célula pelas células vizinhas

(Weingberg, 2014).

Deste modo, ao evitar a divisdo celular de uma célula, em que o DNA foi danificado, a
pS3 desempenha um papel preventivo evitando o desenvolvimento do cancro. Quando
ocorre a inativacdo do gene 7P53, a proteina p53 deixa de exercer a sua fungdo,
resultando na transicdo de grandes adenomas em carcinomas invasivos (Markowitz &

Bertagnolli, 2009; Pino & Chung, 2010).

2.1.1. Via de Transducao de Sinal WNT/ B-catenina

A via de transducdo de sinal WNT/ B-catenina estd associada a proliferacdo e
diferenciagdo celular, envolvendo proteinas e genes que regulam estes processos, bem
como o0s processos de apoptose e estabilidade genética (Centelles, 2012; Markowitz &

Bertagnolli, 2009).

Na auséncia do ligando WNT, a B-catenina citoplasmatica ¢ constantemente degradada
pelo complexo de degradacao formado pelas proteinas AXIN, a proteina supressora de
tumores APC (adenomatous polyposis coli), GSK-3B (glycogen synthase kinase-3f) e
CK1 (casein kinase 1). A formagdo deste complexo induz a fosforilagdo da B-catenina
pelas proteinas GSK-3f e CK1 que ¢ posteriormente reconhecida pela ubiquitina, e
marcada para degradagdo pelo proteossoma. Esta eliminagdo continua da B-catenina vai
impedir a sua transferéncia para o nucleo e, por consequente, a transcri¢do de genes alvo
da WNT (Figura 8, lado esquerdo). A ativagdo desta via € iniciada pela ligacdo da
proteina WNT a um receptor transmembranar da familia da proteina Frizzled (FZD) e
ao seu coreceptor, a lipoproteina de baixa densidade 5 ou 6 (LRP5/6). A formagado deste
complexo WNT-FZ-LPR6 juntamente com o recrutamento da proteina Dishevelled
(Dsh) pela FZD resulta na fosforilagdo do coreceptor LRP5/6 e no recrutamento da
proteina AXIN para os receptores, impedindo a formagdo do complexo de destruigdo e

consequentemente, a fosforilagdo da P-catenina pelas proteinas GSK-3p e CKI. Isto
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permite que B-catenina se acumule no nacleo, induzindo uma resposta celular através da
ativacdo dos fatores de transcricdo LEF/TCF (lymphoyte enhancer binding factor/T-cell
factor) (Figura 8, lado direito) (Centelles, 2012; Farahmand, Daevishi, Majidzadeh-A,
& Madjid Ansari, 2016; Macdonald, Tamai, & He, 2009).

Quando o gene APC estd mutado, o complexo de degradagdo ¢ igualmente afetado,
impedindo a degradacao da B-catenina pelo proteossoma e, como consequéncia, ocorre
a sua acumulacdo ao nivel do citoplasma (Arvelo et al., 2015). Esta acumulagdo de -
catenina no citoplasma leva, por sua vez, a um aumento da translocagdo desta proteina
para o nucleo, onde se vai ligar as proteinas LEF/TCF que funcionam como fatores de
transcri¢do de genes implicados no crescimento tumoral (Centelles, 2012; Markowitz &

Bertagnolli, 2009).
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Figura 8- Via de Transdugdo de Sinal WNT/ 3- catenina
A via de transdug@o de sinal WNT/B-Catenina pode apresentar dois estados distintos: o estado inativo ou

OFF (representado do lado esquerdo) e o estado ativo ou ON (representado do lado direito). Na auséncia
do sinal WNT, o complexo de destrui¢do induz a fosforilagdo da B-catenina que é posteriormente
reconhecida pela ubiquina e, por fim, degradada no proteossoma. Quando o sinal esta ativo, ndo ocorre a
fosforilacdo da P-catenina e consequentemente ndo ocorre a sua destruicdo. A B-catenina é transferida

para o nucleo e ativa a transcricdo dos genes (Adaptado de Centelles, 2012).
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2.2.Via de Instabilidade de Microssatélites

A instabilidade de microssatélites (MSI) pode definir-se como um fenotipo
hipermutével que resulta de mutagdes na linha germinal em genes responsaveis pela
reparacao do DNA, mismatch repair (MMR). Estes genes, que atuam de modo a manter
a estabilidade genética, sdo parte integrante dos mecanismos de reparagao de DNA e,
tém como funcdo reparar o DNA de erros de emparelhamento dos nucleotidos que
podem ocorrer durante a replicagdo do DNA (Zhang, Lv, Gong, Yu, & Chen, 2016).
Este mecanismo de reparagdo inclui cinco proteinas, a MLH1, MSH2, MSH3. MSH6 e
PMS2, que formam um complexo que se liga a regido do DNA danificado, excisando os
erros e inserindo a sequéncia correta de nucledtidos no local da regido danificada

(Zambirinis et al., 2009).

Os microssatélites sdo sequéncias curtas e repetitivas, distribuidos ao longo de todo o
genoma, particularmente propensos a erros na replicagdo, e de estrutura polimorfica.
Contundo, dentro de cada tecido do individuo, sdo unicos e uniformes (Boland & Goel,
2010; Lee, Murphy, Le, & Diaz, 2016; Pawlik, Raut, & Rodriguez-Bigas, 2004;
Zambirinis et al., 2009).

Durante a replicagdo do DNA, a DNA polimerase pode cometer erros que tém,
geralmente, maior incidéncia em regides de sequéncias repetitivas, como 0s
microsatélites. As células com um mecanismo MMR eficaz conseguem reparar o DNA,
evitando desta forma a acumulacdo de mutacdes e as variagdes no comprimento dos
microsatélites. A MSI ¢ consequéncia da incapacidade de reparagdo destes erros (Sehgal

etal., 2014; Umar et al., 2004).

Os microssatélites sdo muitas vezes usados no estudo de genes associados a doengas,
devido ao seu padrao hereditario e as suas caracteristicas polimorficas. Desta forma,
estas sequéncias sao usadas no estudo de células cancerigenas, nas quais se observam
diferengas no nimero de sequéncias repetidas dos microssatélites, quando comparadas

com as células normais (Boland & Goel, 2010).

Nos EUA, o Instituto Nacional de Cancro introduziu um conjunto de cinco marcadores
de microssatélites: BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 ¢ D17S2720 (Tabela 4), que
permitem identificar tumores com MSI. Com base na propor¢dao de marcadores e do

tipo dos mesmos, mononucleotidicos e dinucleotidicos, podemos classificar o genotipo
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MSI em alto e baixo, MSI-H e MSI-L, respetivamente. Assim, o diagnostico ¢ feito com
base no nimero de marcadores que apresentam instabilidade. Tumores que apresentem
uma percentagem superior a 30% dos marcadores de microssatélites com MSI, o que
representa, dois ou mais dos cinco microssatélites standards mutados, sao classificados
como MSI-H. No caso de a percentagem ser inferior a 30%, o que equivale a
aproximadamente, um marcador padrdo mutado, o tumor ¢ classificado como MSI-L.
Quando a percentagem for de 0%, atribui-se a designacdo de estabilidade de
microssatélites (MSS) (Boland & Goel, 2010; Carethers & Jung, 2016; Pawlik et al.,
2004).

Tabela 4 — Marcadores de Microssatélites segundo o Instituto Nacional de Cancro dos EUA (Losso,

Moraes, Gentili, & Messias- Reason, 2012)

Microssatélite Localizacao Tamanho
BAT25 Gene c-Kit cr. 4q12 110 - 130 pb
BAT26 Gene hMSH? cr. 2p 100 - 120 pb
D2S123 Gene hMSH? cr. 2p 200 - 230 pb
D5S346 Gene APC cr. 592122 100 - 130 pb

D17S2720 Gene BRCAI cr.17ql1.2-q12 140 - 170 pb

A instabilidade de microssatélites que surge nos marcadores mononucleotidicos,
BAT25 e BAT26, esta geralmente associada a tumores MSI-H, enquanto que os
marcadores dinucleotidicos, em geral, s3o menos sensiveis na dete¢do destes tumores

(Boland & Goel, 2010).

Com base nestes critérios ¢ possivel agrupar os tumores de acordo com as suas
caracteristicas clinicas e patoldgicas. Os tumores classificados como MSI-H, em
comparac¢ao com os tumores MSI-L e MSS apresentam, frequentemente, caracteristicas
clinicas e patologicas distintas. Tumores com MSI-H tendem a ser pouco diferenciados,
apresentam um crescimento mais exacerbado, a nivel histolégico, sdo mais
diversificados e apresentam geralmente uma reacdo inflamatdria associada. Os tumores
MSI-L apresentam caracteristicas clinico-patologicas semelhantes as apresentadas pelos

tumores classificados como estaveis (MSS). (Pawlik et al., 2004).
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A MSI ¢ detetada em 15% de todos os CCRs, sendo que 3% estdo associados com a
Sindrome de Lynch e os outros 12% a cancros esporadicos. Os cancros esporadicos com
MSI surgem, maioritariamente, associados ao silenciamento epigenético do promotor do

gene MLH1, o qual sera abordado mais a frente (Boland & Goel, 2010).

2.2.1. Sindrome de Lynch

A Sindrome de Lynch (SL) foi descrita, pela primeira vez, em 1966 pelo Dr. Henry T.
Lynch e os seus colaboradores. Estes apresentaram a designacdo de sindrome de cancro
familiar, apds terem observado uma familia onde existiam varios casos de CCR.
Posteriormente, de forma a distinguirem esta sindrome da sindrome polipose
adenomatosa familiar, esta designacdo foi alterada para HNPCC, que traduzida a letra
significa cancro co6lon retal hereditario ndo associado a polipose e estd associada ao
desenvolvimento do cancro na presen¢a de um nimero reduzido de polipos (Giardiello
et al., 2014). Em 1984, Boland e Troncale, utilizaram o termo Sindrome de Lynch para
definir a condi¢do familiar anteriormente descrita. Este terno ¢ mais apropriado que
HNPCC uma vez que, a maioria dos pacientes com SL ird desenvolver um ou mais

polipos adenomatosos (Giardiello et al., 2014; Imai & Yamamoto, 2008).

A Sindrome de Lynch classifica-se como uma sindrome hereditaria do CCR, de
transmissao autossomica dominante, responsavel por cerca de 3% de todos os CCRs ¢ ¢
apontada como a causa mais comum dos CCRs heredirarios (Bouguenouch et al., 2016;
Silva, Wernhoff, Dominguez-barrera, & Dominguez-valentin, 2016). Caracteriza-se a
nivel molecular pela existéncia de mutagdes germinativas nos genes do sistema de
reparagao de erros do DNA, sendo os mais afetados, os genes MLHI ¢ o MSH? e,
menos frequentemente, o MSH6. No entanto, o gene PMS2 raramente aparece associado
a esta sindrome (Boland & Goel, 2010; Giardiello et al., 2014; Imai & Yamamoto,
2008).

O diagnostico da Sindrome de Lynch incide, muitas vezes, na historia familiar e na
idade do paciente (Shenoy, 2016; Silva et al., 2016). Em comparagdo com CCRs
esporadicos, que por norma surgem aproximadamente aos 69 anos, a SL manifesta-se

em idades mais precoces, sendo muitas vezes diagnosticada entre os 44 e os 61 anos
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(Shenoy, 2016). Outra caracteristica peculiar que se verifica com frequéncia nesta
sindrome ¢ a localizagdo dos tumores, que eclodem, geralmente, no colon direito,

também denominado por colon proximal (Silva et al., 2016).

Em termos histologicos, os carcinomas apresentam-se pouco diferenciados, com uma
elevada producdo de muco e possuem normalmente uma infiltragdo de linfocitos no
interior do tumor e ao seu redor (Giardiello et al., 2014; Shenoy, 2016; Shiller &
Boostrom, 2015).

O risco de desenvolver tumores, no contexto de Sindrome de Lynch, ¢ bastante elevado
e relaciona-se com o sexo do individuo e com o gene MMR afetado. Deste modo,
individuos do sexo feminino e com os genes MLHI ¢ MSH2 mutados parecem ser os
mais afetados. Para além do CCR, existe ainda o risco de doentes com SL
desenvolverem outros tumores, que sdo considerados pertencentes ao espectro da
HNPCC, como o tumor do endométrio, intestino delgado, uréter e pélvis renal

(Giardiello et al., 2014).

Até ao desenvolvimento do CCR, a Sindrome de Lynch ndo apresenta caracteristicas
fendtipicas que possam evidenciar o seu diagndstico, pelo que este deve ser realizado
tendo como base a historia familiar do individuo, juntamente com as suas caracteristicas
clinicas e patologicas (Sousa et al., 2007). Porém, devido a dificuldade deste
diagnostico, em 1999, o International Collaborative Group on Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Cancer definiu os critérios de Amesterddo II (Tabela 5)
(Giardiello et al., 2014). As familias que preenchem os critérios de Amesterdao II
consideram-se como possiveis detentores de SL e passam a ser alvo de estudo. O
preenchimento dos critérios de Amesterdao II surge, com frequéncia, associado a

dete¢do de mutagdes germinais nos genes MMR (Shiller & Boostrom, 2015).

Tabela 5 - Critérios de Amesterddo II (Adaptado de Giardiello, et al., 2014).

Critérios de Amesterdao I1

1. Trés ou mais familiares afetados com tumores do espectro da HNPCC histologicamente
confirmado (CCR, endométrio, intestino delgado, uréter e pélvis renal), sendo um deles

familiar em primeiro grau dos outros dois;

2. Exclusdo da sindrome de Polipose adenomatosa familiar (FAP);
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3. Duas ou mais gera¢des com Cancro Célon Retal;

4. Pelo menos um individuo com CCR, diagnosticado antes dos 50 anos;

Com a descoberta dos genes envolvidos na Sindrome de Lynch foi desenvolvido um
novo conjunto de critérios, os Critérios de Bethesda (Tabela 6), cujo objetivo era
identificar, dentro das familias afetadas, os individuos que deveriam ser submetidos a
testes moleculares, como a pesquisa de MSI (Giardiello et al., 2014; Sousa et al., 2007).
A instabilidade de microssatélites alta (MSI-H) é encontrada em cerca de 90% dos casos
de CCR na SL e, como tal, foi-lhe atribuida a funcdo de marcador genético (Imai &
Yamamoto, 2008). Nos casos em que esta caracteristica ¢ identificada, prossegue-se ao
diagndstico genético, ou seja, realiza-se um “screening” de mutagdes germinativas aos
genes maioritariamente afetados por esta sindrome, nomeadamente, os genes MLHI e
MSH?. Esta analise tem como objetivo confirmar o diagnodstico numa familia suspeita e
incluir a mesma num programa de vigilancia que tem como fim reduzir a incidéncia e a

mortalidade associada por CCR (Boland & Goel, 2010; Giardiello et al., 2014).

Tabela 6 - Critérios de Bethesda (Adaptado de Giardiello, et al., 2014).

Critérios de Bethesda

1. CCR diagnosticado em individuos com menos de 50 anos;

2. Individuos com CCRs sincronos ou metacronicos, ou associagao com outros tumores do

espectro da sindrome de Lynch;

3. Individuos com CCR com caracteristicas histologicas de instabilidade alta (MSI-H)
infiltrado linfocitario, reacdo Crohn-like, tumores mucinosos ou com diferenciagdo em
“anel de sinete” ou padrao de crescimento medular diagnosticado em idade inferior a 60

anos;

4. Individuos com CCR e um ou mais familiares em 1° grau com um tumor do espectro da

SL, um dos quais diagnosticado em idade inferior a 50 anos;

5. Individuos com CCR e dois ou mais familiares de 1° e 2° grau com tumor com espectro

da SL, independente da idade;
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Capitulo III

3. Epigenética

A epigenética refere-se ao estudo de modificagdes no genoma, herdaveis durante a
divisdo celular, que ndo envolvem altera¢des na sequéncia do DNA (Nebbioso, Carafa,
Benedetti, & Altucci, 2012). A semelhanca dos processos genéticos, estd envolvida no
normal desenvolvimento dos mamiferos, apresentando fungdes fisiologicas basicas,
como o desenvolvimento embriondrio, o impriting genomico, a diferenciacdo dos
tecidos e a inativagdo do cromossoma X no sexo feminino (Lao & Grady, 2011). A
epigenética, esta ainda, envolvida na determinacdo da conformag¢do da cromatina que,
consequentemente, vai determinar a acessibilidade dos fatores de transcricdo ao DNA,
contribuindo desta forma para a regulagdo da expressiao do gene (Bardhan & Liu, 2013;

Lao & Grady, 2011)

Os estudos epigenéticos tém revelado um leque complexo de mecanismos de regulagao,
que podem ser encontrados tanto em tecidos normais como em tecidos cancerosos.
Estes mecanismos incluem, a metilagdo do DNA, a modificagdo das histonas, a
modificacdo da estrutura da cromatina e ainda, as alteracdes na expressdo de micro
RNAs (Juo, Gong, Baylin, Azad, & Ahuja, 2015). De entre os varios mecanismos, a
metilacdo do DNA e a modificagdo das histonas sdo aqueles que mais frequentemente
sao associados ao desenvolvimento de cancro (Bardhan & Liu, 2013; Goel & Boland,

2012; Lao & Grady, 2011).

3.1. Modificagdes epigenéticas

3.1.1. Metilagao do DNA

A metilagdo do DNA corresponde a uma modificagdo quimica na estrutura do DNA,
que consiste na adicdo de um grupo metil (-CHj3) no carbono 5’ da base nucleotidica
citosina (Bardhan & Liu, 2013; Pisanic II, Athamanolap, & Wang, 2016). Este ¢ um

processo mediado por um grupo de enzimas, as DNA metiltransferases (DNMTs), as
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quais sdao responsaveis por catalizar a transferéncia do grupo metil, da S-
adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5’ da molécula de citosina, e produzir assim o
S-metilcitosina (Figura 9) (Goel & Boland, 2012; Lao & Grady, 2011; Pisanic II et al.,

2016; Saavedra, Molina-marquez, Saavedra, Zambrano, & Salazar, 2016).

Citosina 5 - Metilcitosina

NH: N-HE

. C‘
S adenosyl-
methionine

oA [ {lll (| 1y (U.l. q

Figura 9- Metilagdo da citosina pelas DNMTs (Huang, Kuo, Stoner, Huang, & Wang, 2011).

o i th

Esta modificagdo quimica ocorre, geralmente, em sequéncias dinucleotidicas
especificas, as sequéncias CpG, sendo o p relativo a ligagdo fosfodiéster, o C
correspondente ao nucledtido citosina € o G correspondente ao nucledtido guanina
(Bardhan & Liu, 2013; Reis, Vargas, & Lemos, 2016). A maioria dos locais CpG estdo
geralmente metilados, no entanto, existem regides no DNA que sdo excecdo e aparecem
num estado ndo-metilado, as chamadas ilhas CpG (Lao & Grady, 2011). Estas ilhas sdo
definidas como sequéncias nucleotidicas localizadas no genoma, com mais de 200 pares
de bases e com um conteudo de CG superior a 50% do conteudo total (Bardhan & Liu,
2013). A metilagdo das ilhas CpG, localizadas na regido promotora, estd normalmente
relacionada com o silenciamento transcricional (Saavedra et al., 2016). No entanto, este
mecanismo por vezes ¢ essencial ao funcionamento fisioldogico do organismo, como nos
casos de inativagdo do cromossoma X e impriting gendmico que ocorrem devido a
metilagdo do DNA. Ultimamente, a metilacgdo do DNA ¢ um meio de regulagdo da

expressao génica (Reis et al., 2016).
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3.1.2. Modificacao das histonas

A modificacdo das histonas pode definir-se como um mecanismo epigenético, cuja
funcdo ¢ regular ndo s a expressdao dos genes como também a modulagdo da estrutura
da cromatina (Hejfeldt, Agger, & Helin, 2013). A unidade estrutural da cromatina, o
nucleossoma, ¢ composto por 150 a 200pb de DNA, envolto em torno de quatro pares

de proteinas chamadas histonas (H2A,H2B, H3 e H4) (Goel & Boland, 2012).

As modificagdes nas histonas podem incluir a metilagao, acetilagdo, a fosforilacao,
ubiquinagdo, entre outras e sdo acompanhadas por mudangas na estrutura da cromatina
(Gezer & Holdenrieder, 2014; Graga et al., 2016; Saavedra et al., 2016). O tipo de
modificagdo ¢ o aminoacido da proteina afetado, vai definir o efeito provocado na
estrutura da cromatina. A posicdo e¢ a natureza das modificagdes, assim como as
consequéncias por estas provocadas, constituem no seu conjunto o coédigo das histonas

(Gezer & Holdenrieder, 2014; Goel & Boland, 2012; Graga et al., 2016).

Deste modo, € possivel a distingdao de dois estados da cromatina: eucromatina, quando a
cromatina esta acessivel e € possivel a ligagdo de fatores de transcri¢do aos promotores
dos genes, iniciando-se assim a transcricdo, € a heterocromatina, quanto a cromatina
esta condensada e ndo ¢ possivel transcrever os genes presentes nesta regido (Coppede,

2014).

A acetilacdo das histonas ¢ um mecanismo mediado por enzimas, conhecidas por,
histonas acetiltransferases (HATs) e histonas deacetilases (HDACs), e ocorre
geralmente nos residuos de lisina localizados na cauda terminal das histonas,
particularmente na histona H3 (Pellegrini, Argibay, & Gomez, 2010; Saavedra et al.,
2016). No processo de acetilagdo, o grupo acetil, ao ligar-se a lisina € neutralizado por
acdo de uma carga oposta, ou seja, a carga negativa do grupo acetil € neutralizada pela
carga positiva da lisina e consequentemente, as histonas vao ligar-se com menor forca
ao DNA, permitindo uma maior acessibilidade dos fatores de transcricio ao DNA
(Coppede, 2014). Esta modificacdo estd frequentemente associada a eucromatina.
Contrariamente, os baixos niveis de acetilagdo estdo associados a heterocromatina e

consequentemente ao silenciamento transcricional dos genes (Pellegrini et al., 2010).
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Outra forma de modificacao das histonas ¢ a metilagdo das mesmas. Este processo ¢
mediado por um grupo de enzimas, designadas histonas metiltransferases (HMTs) e
como a acetilacdo, interfere também no processo de regulagdao dos genes (Liu, Kimball,
Liu, & Holowatyj, 2014). As HMTs atuam nos aminoacidos lisina e arginina,
localizados na zona terminal da histona e, ao contrario do verificado pela acetilagdo, a
metilagdo ndo induz alteragdes na carga da proteina. Ao invés disso, a metilacdo vai
alterar a basicidade e a hidrofobicidade das histonas, alterando desta forma a afinidade
dos fatores de transcri¢io para se ligarem ao DNA (Nebbioso et al., 2012). E possivel
distinguir dois grupos de HMTs: as lisina metiltransferases (KMT) e as arginina
metiltransferases (RMT) (Bannister & Kouzarides, 2011). A ligacdo ao aminoacido,
arginina ou lisina, pelas metiltransferases (HMTs) vai determinar a ativagdo dos genes

ou o seu silenciamento, dependendo da histona em questdo (Pellegrini et al., 2010).

3.2. Alteracoes epigenéticas no Cancro

As alteracdes epigenéticas tém surgido, cada vez mais, associadas com o
desenvolvimento de varios tipos de patologias, incluindo o cancro. Atualmente, estas
alteracdes sdo tdo comuns como as mutagdes genéticas que estdo na origem da

carcinogénese (Ellis, Atadja, & Johnstone, 2009; Gnyszka, Jastrzebski, & Flis, 2013).

Os mecanismos epigenéticos estdo envolvidos na transcrigdao de genes responsaveis pela
diferenciagdo e proliferacdo celular. Em caso de ocorrerem alteracdes epigenéticas,
estes genes podem perder a sua funcdo, ocorrendo consequentemente a desregulagdo do

ciclo celular, o que pode conduzir a progressao tumoral (Ellis et al., 2009).

De entre os mecanismos epigenéticos, a metilagdo das ilhas CpG, as modifica¢des das
histonas e da estrutura da cromatina t€m sido referidos como as alteracdes epigenéticas
com maior peso no desenvolvimento de carcinomas (Coppede, 2014; Tarayrah & Chen,

2013).

Os padrdes de metilacdo podem aparecer alterados em individuos com idade avangada
ou em estadios iniciais de carcinogénese. Nas células tumorais, essas alteragdes podem
incluir a hipometilagdo generalizada do genoma e a hipermetilacdo de zonas promotoras

localizadas em genes especificos, sendo que, a alteracdo do estado de metilagdo pode
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conduzir a um aumento da divisao e proliferagao das células tumorais (Gnyszka et al.,

2013).

3.2.1. Hipometilacdo Global do DNA

A hipometilagdo global do DNA refere-se a perda global do contetido 5 metilcitosina e
afeta, tipicamente, os dinucleotidios CpG situados em sequéncias repetidas do DNA
(Kaneda et al., 2004; Vaiopoulos, Athanasoula, & Papavassiliou, 2014). Nos tecidos
normais, os dinucleotidios CpG, presentes nessas sequéncias, encontram-se
normalmente metilados. Porém, quando observamos os mesmos locais, em tecidos

cancerigenos, verifica-se uma perda desta metilacdo (Baylin & Jones, 2016).

O contributo da hipometilagdo para o desenvolvimento de cancro tém sido, até a data,
explicado a partir de trés mecanismos. O primeiro refere que a desmetilagdo do DNA
conduz a um estado de instabilidade cromossomal. O segundo atribui a reativacao de
retrotransposdes como resultado da hipometilagdo. Os retrotransposdes sdo sequéncias
de DNA que tém a capacidade de se mover dentro no genoma, causando alteracdes na
estrutura e fungdo normais dos genes e, por este motivo, sdo normalmente silenciados.
O terceiro mecanismo, defende que a desmetilacdo do DNA leva a perda de impriting
(LOI), conduzindo a um aumento da proliferagdo das células cancerigenas. (Baylin &
Jones, 2016; Esteller, 2008; Wong, Hawkins, & Ward, 2007). Alguns autores defendem
ainda, que a perda da metilagdo seja responsavel pela ativagao de oncogenes, levando a
uma proliferacdo celular aumentada, podendo promover a formag¢do do tumor

(Harrington, 2015).

3.2.2. Hipermetilacio do DNA

Nos tecidos normais, as ilhas CpG surgem geralmente, num estado “ndo-metilado”,

permitindo a ligagdo dos fatores de transcricdo em qualquer fase do desenvolvimento e,

consequentemente, a expressao do gene associado. Em tecidos cancerigenos, estes

locais, presentes nas zonas promotoras dos genes, encontram-se na maioria dos casos

hipermetilados (Baylin & Jones, 2016). Esta metilagdo aberrante do DNA impede a
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ligacdo dos fatores de transcri¢ao aos locais de ligagado e, parece ainda, estar relacionada
com 0s mecanismos envolvidos na regulacdo da estrutura da cromatina. (Esteller, 2002;
Rountree, Bachman, Herman, & Baylin, 2001). A hipermetilacdo das ilhas CpG tem
sido observada em genes supressores de tumor (Baylin & Jones, 2016), em genes
envolvidos no ciclo celular e em genes mismatch repair (Rountree et al., 2001).Para
além disto, esta hipermetilacio das ilhas CpG e o consequente silenciamento
transcricional dos genes tem sido apontado, como a alteragdo do padrdo de metilagao

com maior significado no desenvolvimento do cancro (Gnyszka et al., 2013).

Existem dois mecanismos que permitem explicar o silenciamento dos genes associado a
metilagdao. O primeiro esta relacionado com a diminuic¢ao da afinidade de certos fatores
de transcri¢do aos locais CpG quando estes se encontram metilados. Apds a adigdo do
grupo metil na posicdo 5" da citosina, ocorre uma alteracdo na conformacgdo tri-
dimensional do DNA que vai impedir a interacdo com os fatores de transcrigdo e,
consequentemente, silenciar a expressdao dos genes. O segundo mecanismo envolve a
alteragcdo da estrutura da cromatina e, impede a ligacdo dos fatores de transcri¢do ao
DNA através de proteinas repressoras da transcricdo, designadas MBDs (methyl- CpG
binding domain protein) (Gnyszka et al., 2013; Stirzaker et al., 2016). Estas proteinas
tém um dominio de ligagdo as ilhas CpG metiladas e, quando ligadas a estas, recrutam
outras proteinas, as histonas-desacetilaces (HDACs) e as histonas metiltransferases
(HMTs) que, por sua vez, vdo promover a alteracdo da estrutura da cromatina e
bloquear o acesso dos fatores de transcricio ao DNA (Esteller, 2002; Lao & Grady,
2011; Rountree et al., 2001).

3.3. Epigenética e CCR

3.3.1. Metilacao do DNA no desenvolvimento de CCR

As vias de desenvolvimento do CCR incluem, como descrito anteriormente, a via de
instabilidade de microssatélites e a sequéncia adenoma-carcinoma, sendo a ultima aceite
como a via principal. Apesar de ambas serem aceites, ¢ permitirem entender algumas

causas ¢ a forma como o tumor evolui, a elevada variedade e heterogeneidade,
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frequentemente observada no cancro, deram origem a uma nova via de carcinogénese, a
metilagdo do DNA. Clinicamente, o reconhecimento da metilagio do DNA como causa
e via de progressdo do CCR permitiu desenvolver novos potenciais de diagnostico e

novas opgoes terapéuticas no CCR (Kim, Lee, & Sidransky, 2010).

3.3.1.1.Hipermetilacio e o fenotipo metilador CIMP

A metilagdo das ilhas CpG, pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), é um
evento epigenético que surge, frequentemente, associado ao silenciamento transcricional
de genes supressores de tumores e de genes de reparagdo do DNA e, ¢ encontrado em

cerca de 20-30 % de todos os CCRs (Leggett & Whitehall, 2010).

Em 1999, Baylin, Issa e outros colaboradores aplicaram a denominagdo de “fenotipo
metilador das ilhas CpG” ou CIMP. Este refere-se ao fenotipo observado quando os
promotores dos genes supressores de tumor estdo hipermetilados e, posteriormente
ocorre carcinogénese (Toyota et al., 1999). No mesmo ano, Totoya et al realizaram um
estudo, no qual analisaram um conjunto de sequéncias CpG num painel de CCRs e
adenomas e, com base nessa analise, propuseram a existéncia de dois tipos de CIMP: o
CIMP-A e CIMP-C. No primeiro a metilagao era observada ndo apenas nas amostras de
cancro, mas também nos tecidos que circundavam o tumor. No segundo, a metilagdo era
restrita a genes no tumor. Verificou-se ainda que, a maioria dos locais CpG metilados
no CCR, apareciam igualmente metilados na mucosa normal do colon e que, nestes
casos, o estado de metilacdo era mais evidente em doentes mais velhos. Desta forma,
Totoya et al (1999) relacionaram a metilagdo verificada no tipo A com o
envelhecimento e a metilagdo tipo C com o cancro (Gonzalo, Castellvi-bel, Balaguer,

Pellisé, & Ocaiia, 2008; Toyota et al., 1999).

Os CCRs com CIMP possuem caracteristicas clinicas, patologicas e moleculares muito
peculiares, podendo realgar-se a associagdo do tumor ao sexo feminino, a idade
avancada, a localiza¢do proximal no cdlon, a diferenciagdo celular empobrecida e as
mutagdes mais frequentes nos genes BRAF e KRAS e menos frequentes no gene p353

(Bardhan & Liu, 2013).
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Em 1999, Toyota et al propuseram um painel de cinco genes, do qual fazem parte os
genes MLHI, p16, MINTI, MINT2, MINT31 como marcadores de CIMP (Abdelfatah et
al., 2016; Toyota et al., 1999). Estes genes apresentam-se frequentemente metilados no
CCR e passaram a ser comummente usados na determinacdo do fendtipo metilador
CIMP. Mais tarde, Weisenberg et al (2006), propuseram um novo painel, o qual inclui
os genes NEUROGI, RUNX3, SOCSI, IGF2 e CACNAIG (Gallois, Laurent-puig, &
Taieb, 2015; Hinoue et al., 2012). No entanto, ainda ndo existe consenso no niumero de
marcadores metilados necessdrios para definir um CCR com CIMP-positivo,

verificando-se diferencas entre varios estudos (Bardhan & Liu, 2013).

Posteriormente, Shen et al definiram trés subgrupos distintos de CCRs, com base na
analise de alteracdes genéticas e epigenéticas. Segundo este autor, os CCRs poderiam
ser agrupados em CIMP-negativos, CIMP-1 e CIMP-2 (Shen et al., 2007). Os CCRs
com CIMP-negativo distinguiam-se dos restantes, pela fraca metilagdo nos genes
analisados e pela presenga de mutacdes no gene p53. Nos tumores CIMP-1, era possivel
observar uma forte metilagdo em multiplos genes marcadores, assim como a presenga
de mutacdes do gene BRAF. Estes tumores tinham a particularidade de estar associados
a um estado de instabilidade de microssatélites (MSI). Por tltimo, nos tumores CIMP-2,
a metilagdo estava restrita a alguns genes, tornando-se mais acentuada em tecidos de
individuos mais velhos. Nestes, verificava-se ainda, a presenga de mutacdes no gene

KRAS (Coppede, 2014; Shen et al., 2007).

Existem ainda estudos que apresentam uma classificagdo distinta, na qual o fenotipo
metilador CIMP aparece dividido em trés epigendtipos: CIMP-alto, CIMP-baixo e
CIMP-ausente. Segundo esta classificagdo, o CIMP-alto a semelhanga do CIMP-1
associa-se a tumores que apresentam mutacgdes no gene BRAF e que detém um estado de
MSI (Coppede, 2014). Em adicdo, estes tipos de tumor, foram ainda associados ao sexo
feminino e a uma localizagdo no co6lon proximal (Hinoue et al., 2012). Os epigenoticos
CIMP-baixo e CIMP-ausente apresentam caracteristicas genéticas e epigenéticas
consistentes com as observadas nos tumores CIMP-2 e CIMP-negativos, respetivamente

(Coppede, 2014; Hinoue et al., 2012; Leggett & Whitehall, 2010).
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3.3.1.1.1. Metilacao do promotor do gene MLHI no CCR esporadico

O gene MLHI ¢ um gene de reparagdo de erros no DNA, que quando mutado, origina
um fendtipo denominado por instabilidade de microssatélites (MSI). Este fendtipo,
como referido anteriormente, ¢ detetado em 15% de todos os casos de CCRs, dos quais
3% estdo associados ao desenvolvimento da Sindrome de Lynch, em cancros
hereditarios (Bouguenouch et al.,, 2016). Os restantes observam-se em cancros
esporadicos, nos quais a metilagdo do gene MLH]I ¢ definida como a primeira causa de

MSI (Goel & Boland, 2012).

Toyota et al (1999) consideraram que, a maioria dos CCRs esporadicos com MSI, eram
causados por CIMP seguido da metilagdo do promotor do gene MLH, originando assim
a perda da expressdo do gene e, consequentemente, uma deficiéncia nos mecanismos de
reparagdo de DNA. Sugerindo assim a existéncia de uma relagdo estabelecida entre o
fenotipo CIMP, a metilagao do gene MLHI e o fen6tipo MSI no CCR (Toyota et al.,
1999).

Os tumores CIMP-alto ou CIMP-1 sdao, muitas vezes, associados a metilacdo do
promotor do gene MLHI e a consequente instabilidade de microssatélites (Leggett &
Whitehall, 2010). Estes tumores sdo associados a uma via de carcinogénese distinta da
sequéncia adenoma-carcinoma, na qual os adenomas convencionais sao substituidos por
polipos serreados. A presenca de mutacdes no gene BRAF parece também estar
associada a esta via e estas surgem, geralmente, numa fase mais precoce da
carcinogénese (Coppede, 2014; Leggett & Whitehall, 2010). A proteina BRAF ¢ uma
proteina integrante da via MAPK, descrita anteriormente, e cuja atividade esta
implicada no crescimento celular. Na presenca de mutagdes nesta proteina, a via MAPK
fica com uma ativagdo permanente, resultando numa proliferagdo celular descontrolada
e podendo culminar em cancro (Coppede, 2014). No entanto, mutacdes neste gene, nao
sao encontradas em casos de Sindrome de Lynch, o que parece realgar a sua importancia
no diagnostico desta sindrome. Em adicao, as mutacdes do gene BRAF e o fenotipo
metilador CIMP, sdo sempre encontrados conjuntamente nos casos de CCR (Leggett &

Whitehall, 2010).
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3.3.1.2.Hipometilacdo do DNA no desenvolvimento do CCR

A hipometilacdo global do DNA pode resultar da desmetilagdo de sequéncias repetitivas
presentes no genoma. Estas sequéncias ou elementos repetitivos, que incluem os
retrotransposoes, transposdes € os microssatélites (Miousse & Koturbash, 2015),
constituem uma grande parte do genoma e, sdo responsaveis pela sua estabilidade,
estando ainda envolvidas, na regulacao da expressdo dos genes (Barchitta, Quattrocchi,

Maugeri, Vinciguerra, & Agodi, 2014; Vaiopoulos et al., 2014).

A agdo dos elementos retrotransposonicos conduz a diversidade genética, no entanto,
esta diversidade deve ser controlada para que exista uma transmissdao fidedigna do
contetido gendmico, de pais para filhos. Assim, a metilagdo do DNA define-se como um
importante mecanismo na regulacdo destes elementos e a sua agdo ¢ essencial para o
silenciamento dos mesmos. Desta forma, os locais CpG, presentes em sequéncias

repetitivas, encontram-se, num estado metilado (Barchitta et al., 2014).

Os LINE-1 sao conhecidos como os elementos retrotransposénicos mais abundantes no
genoma e, quando analisados, em células somaticas, encontram-se metilados o que se
traduz no seu silenciamento. Estes elementos, foram os primeiros a ser relatados, por
Miki et al, no desenvolvimento do cancro (Miki et al., 1992). Miki et al (1992),
verificaram, que a inser¢do da porcao do elemento LINE-1 no ultimo exao do gene APC
tinha como resultado a desregulacdo da funcdo do gene. No entanto, ndo foi possivel
concluir se a inser¢do foi a causa para a tumorigénese ou se apenas ocorreu apos esta ja

ter sido iniciada (Miousse & Koturbash, 2015).

Estudos posteriores mostraram que a perda global do conteudo 5-metilcitosina no
genoma esta associada com a desmetilagdo dos retrotransposdes, como os LINE-1,
(Barchitta et al., 2014; Bardhan & Liu, 2013; Miousse & Koturbash, 2015) e que esta
perda ¢ possivel de encontrar em praticamente todos os tumores. Deste modo, os
elementos LINE-1 funcionam como marcadores em familias com elevada
suscetibilidade para o desenvolvimento de cancro, incluindo o CCR (Barchitta et al.,

2014; Bardhan & Liu, 2013; Miousse & Koturbash, 2015).

A hipometilacao dos elementos LINE-1 pode ter efeitos significativos na expressao da

informagdo genética e, por concordancia, a hipometilagio global do DNA surge,
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geralmente, associada com a instabilidade genémica ¢ a um aumento do nimero de

mutagdes genodmicas (Bardhan & Liu, 2013; Miousse & Koturbash, 2015).

A perda da metilagdo do DNA pode ainda conduzir ao impriting gendémico. Este &,
também, um fator de risco no desenvolvimento de inimeros cancros, incluindo o CCR
(Esteller, 2008), sendo o exemplo mais claro deste fendmeno observado no gene /GF?2
(insuline-like growth factor-Il gene). O gene IGF2 codifica para um fator de
crescimento, semelhante a insulina, responsavel por promover o crescimento e alguns
efeitos metabodlicos nos varios tipos de células (Cui, 2007) Neste gene, enquanto o alelo
paterno ¢ geralmente expresso, o alelo materno ¢ normalmente silenciado devido a
metilacdo das ilhas CpG nas regides promotoras do gene (Kaneda & Feinberg, 2005).
Quando ocorre a desmetilagdo destas zonas, verifica-se a perda de impriting do gene
que, por conseguinte, leva a ativacdo do alelo materno e a alteragdo da expressdo do

gene /GF2 (Kaneda & Feinberg, 2005).

3.4. Fatores que afetam a metilacio do DNA

3.4.1. Envelhecimento

O aumento da idade ¢ um fator de risco, muito importante, no desenvolvimento de
inimeros cancros, verificando-se que a incidéncia de CCR aumenta bruscamente apds
os 50 anos. De um ponto de vista genético, o envelhecimento conjuntamente com a
exposicdo a determinados agentes mutagénicos, aumenta a predisposicdo para a
acumulacdo de mutacdes somaticas. O mecanismo de metilacdo do DNA esta também
envolvido do processo de envelhecimento, aparecendo muitas vezes associado tanto

com a hipometilagdo como com a hipermetilacio do DNA (Pal & Tyler, 2016).

Estudos, nos quais foram analisados tecidos envelhecidos evidenciam uma diminui¢ao
global da metilacdio do DNA, verificando-se ainda, que a mesma ¢ proporcional ao
envelhecimento. Para além disto, a hipermetilagdo do DNA também ¢ observavel nestes
tecidos, com a diferenca que, esta surge associada a genes especificos. Por exemplo, em
tecidos normais da mucosa do colon, a hipermetilagdo surge associada ao receptor de

estrogenio humano (ERa), ao gene IGF2 (insulin-like growth factor) € ao MYOD
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(myogenic differentiation). Contudo, esta alteragao ndo ¢ detetdvel quando os tecidos
analisados pertencem a individuos jovens (Jaenisch & Bird, 2003). Apesar de estes
genes apresentarem ja um processo de metilagdo alterado nestes tecidos, e mesmo sendo
este processo dependente da idade, verifica-se que a hipermetilacdo dos genes ERaq,
IGF2 e MYOD ¢ um processo mais acelerado em doentes com CCR. Por este fator, o
envelhecimento ¢ apontado como uma das principais causas desta doenga (Wong et al.,

2007).

3.4.2. Dieta e CCR

A influéncia da dieta na carcinogénese célon retal foi demonstrada a partir de estudos,
realizados em pessoas que migravam de dreas de baixa incidéncia de CCR para areas
com incidéncia mais elevada. Estes estudos mostraram que, a mudanga no estilo de vida
e na dieta, consequentes da mudanca para um pais de alto risco, aumentavam a
incidéncia de cancro nas pessoas recém-chegadas (Migliore, Migheli, Spisni, &

Copped, 2011).

No quem diz respeito a fatores dietéticos, a associacao do folato a carcinogénese colon

retal, ¢ talvez o melhor tema estudado (Wong et al., 2007).

O folato ¢ uma vitamina B, soltivel em dgua, presente em varios alimentos e cuja forma
sintética, utilizada em suplementos, ¢ designada por acido folico (Baluz, Carmo, &
Rosas, 2002). Esta vitamina esta envolvida na sintese e reparacdo do DNA e em reagdes
de metilagdo e, devido a sua capacidade de doar ou aceitar unidades de um carbono,

atua também como cofactor em inumeras reacdes bioquimicas (Wong et al., 2007).

Os niveis de folato, avaliados pela ingestao de acido félico na dieta ou pela medi¢ao no
sangue, tém demostrado que, os niveis baixos estdo associados ao elevado risco de
desenvolver CCR. Contrariamente, uma elevada ingestdo de acido folico parece
funcionar de forma preventiva no desenvolvimento deste cancro (Migliore et al., 2011).
Além disso, a associa¢do do acido folico ao desenvolvimento do Cancro Coélon Retal foi
recentemente reforcada por observacdes de polimorfismos genéticos na via metabolica

do folato (Sanderson et al., 2007).
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De forma a entendermos o mecanismo, pelo qual a deficiéncia de acido félico pode
conduzir a carcinogénese, ¢ necessario conhecer os processos metabolicos que sdo
dependentes deste nutriente. Estes processos sdo regulados por uma enzima, a MTHFR
ou metilenotetrahidrofolato-redutase e, parecem ser influenciados pela ingestdo de
folato e por polimorfismos genéticos que possam ocorrer associados a via metabolica

(Kono & Chen, 2005).

A enzima MTHFR ¢ responsavel por catalizar a reducdo da 5-10-
metilenotetrahidrofolato (5-10-THF) a 5-metilenotetrahidrofolato (5-THF) (Figura 10,
passo 1) sendo que, este Ultimo vai atuar como dador de um grupo metil, na remetilagdo
da homocisteina para metionina (Figura 10, passo 2). A metionina ¢ um percursor do
SAM que ¢ o maior dador intracelular de grupos metil na maioria das reagdes
bioquimicas, onde se inclui a metilagdo da citosina no DNA (Duthie, 1999; Y.-I. Kim,

2004).

O 5-metilenotetrahidrofolato ¢ a principal forma circulante do folato e quando este se
encontra reduzido, numa situacdo de deficiéncia de folato, o SAM torna-se insuficiente,
ocorrendo uma drastica redugdo da metilacdo das citosinas no DNA. Como
consequéncia desta hipometilacdo do DNA, ocorre a ativagdo de proto-oncogenes e a

indugdo da progressao para o cancro (Duthie, 1999).

Por outro lado, o 5-10-THF atua como um dador do grupo metil para a enzima
dimetilato sintetase (TS) que, por sua vez, vai converter a desoxiuridina monofosfato
(dUMP) a timidina monofosfato (dTMP) (Figura 10, passo 3) (Duthie, 1999; Hubner &
Houlston, 2009). Este ¢ um processo limitante na sintese de DNA das células em
mamiferos (Hubner & Houlston, 2009) e na falta de folato, a conversdao de dUMP para
dTMP ¢ bloqueada, resultando na acumulacdo de dUMP. Por consequéncia, esta
acumulacdo pode conduzir & incorporacdo de uracilo no DNA, no lugar da timina,
resultando em quebras do DNA que, por sua vez, podem levar a aberragdes

cromossomicas e a transformagao maligna (Duthie, 1999).
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Folato
Sintese de DHF Sintese do
Purinas ‘1' DNA
ﬁ dUMP
SAM Metionina THF

! ®

‘ 5’ 10°>-THF dUMT

Homocisteina 5-THF

SAH —>

Metilacao

Figura 10 - Esquema simplificado do metabolismo do folato, que envolve a sintese e metilagdo do DNA
Legenda: 1-A enzima MTHFR cataliza a redug@o da 5'10- THF a 5-THF; 2 - O 5- THF fornece um grupo
metil para a remetilagdo da homocisteina a metionina; 3- O 5-10-THF atua como um dador do grupo

metil na conversdo do dUMP a dTMP (Adaptado de Y.-I. Kim, 2004).

3.4.2.1.Polimorfismos do gene MTHFR no desenvolvimento do CCR

O gene MTHFR ¢ responsavel por codificar a enzima MTHFR que ¢ a enzima-chave na
regulacao do metabolismo do folato e afeta a metilagcdo e a sintese de DNA (Kono &
Chen, 2005; Levin & Varga, 2016). Polimorfismos presentes no gene MTHFR alteram a
atividade normal desta enzima e podem modificar o risco de CCR em relagdo a ingestao

de 4cido f6lico (Kono & Chen, 2005).

Sao conhecidos dois polimorfismos funcionais no gene MTHFR: o C677T e o A1298C.
No primeiro ocorre a transi¢do de uma citosina para uma timina no exao 4, do
nucledtido 677, tendo como resultado a substituigdo do aminoédcido alanina pela
valanina na posicdo 222 da sequéncia proteica (p.A222V). No segundo, ocorre a
transi¢do da adenina para a citosina, no exao 7, do nucledtido 1298, que resulta na

substitui¢do de um aminoacido glutamato por um aminodacido alanina, na posigao 429
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da proteina (p.E429A) (Kono & Chen, 2005; Langevin et al., 2009; Sharp & Little,
2004; Varela-Rey, Woodhoo, Martinez-Chantar, Mato, & Lu, 2013).

Ambos os polimorfismos estdo associados com a reducdo da atividade da enzima
MTHFR. Assim, para o polimorfismo C677T, tendo como termo comparativo o
genotipo normal, 677CC, observa-se que individuos com genotipo heterozigotico
677CT apresentam uma reducdo de 45% da atividade normal da enzima e, os individuos
portadores do gendtipo homozigdtico 677TT apresentam uma enzima MTHFR com,
aproximadamente 30% da atividade normal (Kono & Chen, 2005; Varela-Rey et al.,
2013). O polimorfismo A1298C resulta numa reducdo de 60% na atividade normal da
enzima, em individuos que apresentam o genotipo homozigoético (Levin & Varga, 2016;

Yin et al., 2004).

A associacdo entre os polimorfismos do gene MTHFR e o desenvolvimento da
carcinogénese colon retal tem sido, intensivamente, estudada. No entanto, os resultados
destes estudos parecem ser muito heterogéneos e, além disso, muito focados no
polimorfismo C667T (Zhao, Li, Xing, & Zhou, 2013). Enquanto que, alguns estudos
sugerem que o polimorfismo C677T estd associado a um aumento do risco de
desenvolver CCR, outros sugerem que, a presenga deste polimorfismo, pode estar
associada a uma redu¢do do risco CCR, funcionando assim como um fator de prote¢ao
(Shannon, Granasampanthan, Beilby, & Lacopeeta, 2002; Yang, Zhang, Liu, & Zhao,
2012). Existem também estudos que defendem que o risco de CCR ¢ menor em
individuos com uma elevada concentragdao de folato e que este depende da localizagao
geografica do individuo. Segundo estes, individuos residentes em zonas com habitos
alimentares ricos em folato, apresentam menores riscos de desenvolver CCR (Levin &

Varga, 2016).

Em 1996, Chen et al sugeriu que o polimorfismo C667T estava envolvido na metilagao
anormal do DNA e que deste modo, poderia levar ao desenvolvimento da carcinogénese
(Chen et al., 1996). Posteriormente, Shannon et al confirmou que, os individuos com o
gendtipo homozigdtico 677TT apresentavam um risco aumentado para desenvolver

CCR (Shannon et al., 2002).

Mais tarde, numa meta-andlise levada a cabo por Yang et al (2012), conclui-se que, em
individuos com uma elevada concentragdo de folato no plasma, a variante T do

polimorfismo C677T atua como um fator de protecao, diminuindo o risco de CCR. No
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entanto, o mesmo nao se verifica para individuos com baixos niveis de folato (Yang et
al., 2012). De forma semelhante, Kim et al (2012), reportaram que o gendtipo
homozigoético 677TT esta associado a um baixo risco de se desenvolver CCR. Estes
autores sugeriram também que a ingestao de folato funciona como um fator de protegao
contra o desenvolvimento do CCR nos individuos com os genotipos 677CC e 677CT.
Este estudo demostra ainda que o elevado consumo de bebidas alcoolicas conduz a um
aumento do risco de carcinogénese, sendo que nos individuos portadores do genotipo
TT, a elevada ingestao de dlcool tem como consequéncia o desaparecimento do fator de
protecao (Kim et al., 2012). As associagdes descritas por Kim et al (2012) mostraram-se
mais evidentes nos cancros do colon que do reto enquanto segundo Zhao et al (2013), o
polimorfismo no gene MTHFR esté claramente associado com a carcinogénese do cdlon

e do reto (Zhao et al., 2013)

A heterogeneidade dos varios estudos estd associada a um conjunto de fatores ndo
genéticos que podem, também influenciar a associagdo entre o MTHFR e o risco de
cancro. Estes fatores incluem a localizacdo geografica da populacdo, o nimero de
amostras em estudo e fatores de risco ambientais tais como a dieta, o tabagismo e a

ingestao de alcool (Guo et al., 2013).

Viarios estudos tém relatado o papel protetor do folato no desenvolvimento do CCR, no
entanto, este parece ser dependente da dose, da fonte € do momento da administragdo do
acido folico durante o processo de carcinogénese. Assim, o uso de suplementos de
folato para reducdo do risco de desenvolvimento de CCR tem sido questionavel (Kim et
al., 2012). O acido folico ou os suplementos apresentam diferencas na sua composi¢ao
quando comparados com o folato bioldgico. Estas diferengas por vezes podem conduzir
a um efeito diferente na carcinogénese do CCR. Além disso, o momento da
administracdo de folato, na forma de suplementos ou acido fblico, também ¢ muito
importante para o desenvolvimento e progressao da carcinogénese. Se a administragao
dos suplementos ocorrer antes de estarem estabelecidas lesdes neoplasicas, o
desenvolvimento e progressdo do tumor € suprimido. Por outro lado, se esta for iniciada
apos ja existirem lesdes neoplasicas, vai aumentar o seu crescimento e progressao (Kim

etal., 2012).
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3.4.3. Tabagismo

O tabagismo ¢ um fator de risco comum numa grande variedade de doengas, incluindo
doengas cardiovasculares, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), osteoporose e
ainda, varios tipos de cancros (Kleinschmidt et al., 2013). Os principais agentes
cancerigenos encontrados no fumo do tabaco correspondem a aminas aromaticas,
nitrosaminas, aminas heterociclicas e hidrocarbonetos aromaticos ciclicos (Durko &
Malecka-panas, 2014). Varios estudos apontam que, o consumo excessivo de tabaco
tem como consequéncia alteragcdes no padrao de metilacio do DNA. Nomeadamente, o
tabagismo tem sido associado a alteracdes da metilacdo global do DNA e com a
metilagdo dos locais CpG, em vérios genes intervenientes no desenvolvimento de
cancro (Breitling, Yang, Korn, Burwinkel, & Brenner, 2011). Contudo, outros estudos
sugerem que apenas a metilacdo dos locais CpG ¢ resultado do impacto do tabagismo,
justificando com o facto de serem observadas diferencas na metilagdo dos locais CpG
entre individuos fumadores e ndo fumadores. Sendo menos evidente a metilagao destes

locais em varios genes, em individuos ndo fumadores (Wan et al., 2012).

A maioria das questdes acerca do impacto do tabaco na metilagdo do DNA tém-se
centrado no cancro. Deste modo, tém sido desenvolvidos varios estudos com o objetivo
de comparar os locais CpG, de genes envolvidos na carcinogénese, em pacientes
fumadores e ndo fumadores (Breitling et al., 2011). Esta pesquisa tem-se ainda alargado
a individuos ex-fumadores, de forma a perceber qual o impacto do tabaco na metilacao
do DNA a longo prazo. Recentemente foi realizado um estudo, no qual se analisaram
amostras de sangue de 15907 participantes, pertencentes a individuos fumadores, ex-
fumadores e ndo fumadores. No genoma dos individuos fumadores observou-se que,
cerca de sete mil genes, o que corresponde a aproximadamente um ter¢o dos genes
conhecidos no genoma, apresentavam o DNA metilado. Os mesmos genes estdo
implicados em doencgas relacionadas com o tabagismo, tais como o cancro. Por outro
lado, foi observado que em individuos ex-fumadores, a metilacdo dos locais CpG destes
genes tornou-se menos evidente e, ¢ possivel que, cinco anos apos a cessagdo tabagica,
possa ser comparada a metilacdo dos locais CpG de individuos nao fumadores. Desta
forma, consegue-se explicar o facto do risco de muitas doengas relacionadas com o
tabagismo diminuir apds a cessacao tabagica. Contudo, foi também observado que, em

alguns locais CpG, as altera¢des do padrao de metilagdo sdo permanentes. Concluindo-
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se que, nestes casos, a cessagao tabagica nao reduz o risco associado a doenca e que,
mesmo os individuos ex-fumadores apresentam um risco acrescido para o cancro

(Joehanes et al., 2016).

Capitulo IV

4. Aplicacoes Clinicas da Epigenética e Terapéutica

A epigenética ¢ um campo relativamente recente da biologia molecular e varios estudos,
realizados até a data, demonstram que os mecanismos epigenéticos estdo envolvidos na
diferenciagdo, envelhecimento e desenvolvimento de doenga (Abdelfatah et al., 2016).
Como referido anteriormente, o cancro compreende um estado de doenca que resulta
principalmente da desregulagdo generalizada dos mecanismos epigenéticos,
conjuntamente, com inumeras mutacdes genéticas (Abdelfatah et al., 2016; Goel &
Boland, 2012). As alteragdes epigenéticas, ao inverso das genéticas, sao potencialmente
reversiveis, facto que conduziu a que o epigenoma se tornasse um alvo na terapéutica

utilizada para combater o cancro (Gnyszka et al., 2013; Juo et al., 2015).

De entre o vasto conjunto de alteracdes epigenéticas, a metilacdo do DNA e a acetilagao
das histonas, sdo as alteracdes mais estudadas e das quais os mecanismos de acdo sdo
melhor compreendidos até ao momento (Abdelfatah et al., 2016; Azad, Zahnow, Rudin,
& Baylin, 2013). Na maior parte dos casos de cancro, o epigenoma das células
caracteriza-se por uma hipometilagdo global intercalada com uma hipermetilagdo
pronunciada nas ilhas CpG, localizadas nas zonas promotoras dos genes (Abdelfatah et
al., 2016; Juo et al.,, 2015). Esta hipermetilacdo, nas zonas promotoras, resulta
normalmente no silenciamento de genes supressores de tumor e, consequentemente, no
desenvolvimento de cancro. Para além deste mecanismo, a acetilacdo ou deacetilagao
das histonas ¢ outro importante mecanismo envolvido na regulacdo da transcri¢do,
podendo levar a ativacdo ou silenciamento transcripcional de genes associados ao

desenvolvimento de CCR, como referido anteriormente (Abdelfatah et al., 2016).

Deste modo, estes dois mecanismos representam os dois principais alvos epigenéticos
usados na terapéutica das c€lulas cancerigenas, existindo duas classes de farmacos que

modelam estes processos (Abdelfatah et al., 2016; Gnyszka et al., 2013). Os inibidores
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das DNMTs - cujo objetivo ¢ a inibi¢ao das enzimas DNMTs e, por consequente, a
reversdo da metilagdo, permitindo desta forma a re-expressdo dos genes silenciados
aberrantemente - e os inibidores das HDACs - que promovem a inibi¢do das enzimas
HDACsS, ocorrendo um aumento da acetilagdo das histonas, permitindo desta forma,
uma transcricdo mais ativa (Abdelfatah et al., 2016; Gnyszka et al., 2013; Goel &
Boland, 2012).

4.1.Inibidores das DNMTs

Os inibidores das enzimas DNMTs comecaram por ser designados e testados como
agentes citotoxicos e, s6 mais tarde, foi conhecida a sua capacidade para reverter a
metilagcdo (Azad et al., 2013). Estudos realizados com estes farmacos, enquanto agentes
citotoxicos, mostraram uma eficacia reduzida e uma baixa tolerancia, dado as elevadas

doses utilizadas (Abdelfatah et al., 2016).

Os inibidores das DNMTs sdao analogos da citosina e atuam, através da sua
incorporagdo no DNA, seguida da ligacdo covalente com as enzimas DNMTs,
resultando numa redug¢do da atividade das mesmas e, consequentemente, da
desmetilacdo do DNA, apos vérios ciclos celulares (Abdelfatah et al., 2016; Goel &
Boland, 2012). Além da inibi¢do da metilagdo, estes farmacos podem ainda, atuar
através de outros mecanismos. A ligacdo covalente enzima-inibidor, pode induzir a
morte celular, assim como a ocorréncia de erros no DNA, resultantes da instabilidade
estrutural que se verifica no local onde o inibidor se incorporou (Abdelfatah et al., 2016;
Goffin & Eisenhauer, 2002). De forma a tornarem-se ativos, os inibidores da DNMTs
tém que ser integrados no genoma durante a fase S (replica¢do) do ciclo celular. Este
facto faz com que, exista alguma preferéncia para a incorporagdo destes farmacos em
células que se dividam rapidamente, tal como as células cancerosas (Fahy, Jeltsch, &

Arimondo, 2012).

Os inibidores das DNMTs mais estudados até ao momento designam-se por 5-
Azacitidina e 5- Aza- 2- Desoxicitidina também conhecido como Decitabina (Gros et
al., 2012). Como referido anteriormente, estes inibidores sao analogos da citosina, nos

quais o atomo de carbono, presente na posi¢ao cinco da estrutura quimica da citosina, ¢
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substituido por um atémo de azoto que esté ligado a uma ribose no caso do Azacitidina,
ou a uma desoxirribose no Decitabina (Figura 11) (Derissen, Beijnen, & Schellens,
2013; Gros et al., 2012). Este ultimo incorpora-se preferencialmente no DNA, enquanto
que, o inibidor Azacitidina pode incorporar-se no DNA e no RNA (Fahy et al., 2012;
Gnyszka et al., 2013). O facto de a incorporagdo do inibidor Decitabina ocorrer
exclusivamente no DNA, permite explicar a maior efetividade deste inibidor em
comparagdo com o Azacitidina. Ao ser também incorporado no RNA, o inibidor
Azacitidina, ¢ consequentemente menos incorporado no DNA resultando na
desregulacdo da sintese das proteinas. A menor ocorréncia de efeitos adversos associada
a utilizag@o do inibidor Decitabina também pode ser explicada por este principio (Fahy

et al., 2012; Gros et al., 2012).
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Figura 11 - Estruturas quimicas da Citosina (A), Azacitidina (B) e Decitabina (C)

(Derissen, Beijnen, & Schellens, 2013).

A capacidade destes dois farmacos para reverter a metilacao, pela inibigdo das enzimas
DNMTs, pode ser conseguida através de doses baixas de ambos os inibidores (Gnyszka
et al., 2013). Estudos preliminares, utilizando doses elevadas, mostraram uma elevada
toxicidade e uma eficacia reduzida (Bardhan & Liu, 2013; Juo et al., 2015).
Posteriormente, estudos realizados utilizando baixas doses de Azacitidina e Decitabina
demonstraram uma reducao da toxicidade. O uso de doses mais baixas destes farmacos
minimiza a sua agdo citotoxica e, permite que estes funcionem como agentes
terapéuticos epigenéticos, revertendo a metilacdo através da inibi¢do das enzimas

DNMTs (Abdelfatah et al., 2016).

Estudos realizados em pacientes com doencas hematologicas malignas revelaram que, a

utilizacdo destes dois farmacos, em doses baixas, os torna particularmente efetivos
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(Abdelfatah et al., 2016). Com bases nestes resultados, os inibidores das DNMTs,
Azacitabina e Decitabina, estdo aprovados pela FDA (US Food and Drug
Administration), no tratamento de sindromes mielodisplasicas (MDS) e, pela EMA
(Europe Medices Agency), no tratamento da leucemia mieldide aguda (AML) e
leucemia mieloide cronica (CMML) (Derissen et al., 2013). O inibidor Azacitabina ¢
administrado através de injegdes subcutineas, numa dose inicial de 75mg/m?, durante
sete dias, seguindo-se um periodo de vinte e um dias, ausente de tratamento. O ciclo
deve ser repetido a cada quatro semanas e pode ser necessario um ajustamento da dose.
Num ciclo de tratamento com Decitabina ¢ administrada uma dose de 20mg/m” por
perfusdo intravenosa durante uma hora, durante cinco dias consecutivos. O ciclo deve

ser, tal como na Azacitabina, repetido a cada quatro semanas (Derissen et al., 2013).

A utilizagdo destes farmacos no tratamento de cancros solidos, como o CCR, esta a ser

exaustivamente estudada (Bardhan & Liu, 2013).

4.2. Inibidores das HDACs

Os inibidores das HDAC sdo uma classe importante de fairmacos epigenéticos, cuja
finalidade ¢ impedir a acdo das enzimas HDACs (Bardhan & Liu, 2013). Sao
conhecidas dezoito enzimas histonas deacetilases nas células dos mamiferos, agrupadas
por quatro classes distintas: classe I, II, IIl e IV (Abdelfatah et al., 2016). As HDACs
tém uma acao antagonista a agdo das HATSs, as quais sdo responsaveis por catalizar a
acetilacdao da lisina nas histonas (Pellegrini et al., 2010). Os inibidores destas enzimas
podem ser divididos com base na classe da HDAC a que se dirigem, estrutura e
composicdo (Abdelfatah et al., 2016). Assim, podemos classificar os inibidores das
HDACs em é&cidos hidroximicos, péptidos ciclicos, benzamidas e acidos gordos de

cadeia curta (Hull, Montgomery, & Leyva, 2016).

Os mecanismos de acdo destes inibidores sdo complexos e ainda ndo estdo
completamente elucidados, no entanto, apresentam varios mecanismos envolvidos na
terapia anti-tumoral, nomeadamente estes inibidores promovem o aumento da acetilagdo
das histonas que, por sua vez, vai permitir que a cromatina fique acessivel para
transcricdo e, desta forma, ocorra a expressdo dos genes previamente silenciados

(Abdelfatah et al., 2016). Em adi¢do, estudos realizados com os inibidores das HDACs
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tém mostrado que estes apresentam a capacidade de induzir a apoptose e a inibi¢ao da

proliferagdo celular (Juo et al., 2015).

Estdo em curso diversos ensaios clinicos que visam avaliar a eficacia destes farmacos
no tratamento do cancro, sendo que, dois destes inibidores foram aprovados pela FAD
para a utilizagdo no tratamento de linfomas cutaneos das células T (Abdelfatah et al.,
2016; Bardhan & Liu, 2013). O Vorinostat foi o primeiro inibidor a ser aprovado, em
2006 (Abdelfatah et al., 2016; Nebbioso et al., 2012). Este pertence a classe de
inibidores acidos hidréximicos, na qual se incluem a maioria dos inibidores das HTACs
que estdo, correntemente, em ensaios clinicos (Yang et al., 2012). Os inibidores
inseridos nesta classe, apresentam uma elevada eficacia na inibi¢do da classe I e II das
HDACs (Wang, Cui, Lu, & Zhang, 2016). O segundo inibidor aprovado denomina-se
por Romidepsin e estd agrupado nos inibidores péptidos ciclicos, cuja acdo incide,
principalmente, na inibicdo da atividade da classe I das HDACs (Gotabek, Strzelczyk,
Wiczkowski, & Michalski, 2015).

O inibidor Vorinostat pode classificar-se como o farmaco mais evoluido de entre as
classes de inibidores das HDACs, incluindo-se numa vasta diversidade de ensaios
clinicos, em diversas doencas, entre as quais o linfoma, sindromes mielodisplésicas,
cancro colon retal, cancro do rim, cancro da prostata, cancro do pulmao, entre outras
(Nebbioso et al., 2012). No entanto, apesar da eficiéncia deste inibidor no tratamento de
linfomas das células T, os resultados dos estudos em tumores solidos tém sido

dececionantes (Lakshmaiah, Jacob, Aparna, Lokanatta, & Saldanha, 2014).

O facto da terapéutica com inibidores HDACs, em monoterapia, se ter mostrado
insuficiente no tratamento de tumores soélidos, entre os quais o CCR, conjuntamente
com o conhecimento de que estes farmacos tém capacidades para reprogramar as
células, conduziu ao desenvolvimento de estudos com terapéuticas combinadas

(Abdelfatah et al., 2016).
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4.3. Terapéuticas combinadas

Os mecanismos epigenéticos que ocorrem durante o desenvolvimento da carcinogénese,
tais como, o silenciamento de genes e a metilagdo do DNA, tém a capacidade de afetar a
sensibilidade das células cancerigenas a quimioterapia, assim como, a resposta do
cancro face a esta terap€utica (Steele, Finn, Brown, & Plumb, 2009). Deste modo, tem
sido proposto que o desenvolvimento de resisténcias a quimioterapia se deve, em parte,
a regulagdo epigenética e que, através da utilizacdo de inibidores DNMTs e HDACs, ¢
possivel reprogramar as células cancerigenas, sensibilizando-as para o agente citotoxico
(Abdelfatah et al., 2016; Sharma et al., 2010). Assim, o uso da terapia epigenética,
combinada com as convencionais terapéuticas do cancro, tem revelado potencial
interesse na reversao de resisténcias, geralmente observadas com alguns farmacos
citotoxicos, bem como na re-expressdo de genes supressores de tumor envolvidos nas

vias citotoxicas (Juo et al., 2015).

Estudos in vitro, realizados em linhas celulares de CCR tém demonstrado que, a
combinag¢do de inibidores de HDACs, entre os quais o Vorinostat, com 5- Fluoruracilo
(5-FU) conduz, através de um efeito sinérgico, ao aumento da morte celular e da
inibicdo do crescimento do tumor (Mariadason, 2008). Em adi¢do, alguns estudos
concluiram que o pré-tratamento com inibidores DNMTs, como por exemplo, o
Azacitidina e o Decitabina, pode ser usado para sensibilizar as células a terapéutica com
5-FU e Irinotecano (Ishiguro et al., 2006; Miyaki, Suzuki, Koizumi, Kato, & Saito,
2012). Estas observagdes confirmam assim que os inibidores das HDACs e das DNMTS
podem ser potencialmente utlizados como agentes adjuvantes na terapéutica do CCR
com 5-FU ou Irinotecano, devido a sua eficdcia na redugdo das resisténcias, ja

conhecidas, a estes agentes neoplasicos (Bardhan & Liu, 2013).

O uso de inibidores HDACs apresenta também beneficios quando combinado com a
radioterapia. A hiperacetilagdo das histonas, induzida por este inibidores, vai aumentar o
acesso da radiacdo ionizante ao DNA (Mariadason, 2008). Além disso, a inibi¢ao das
enzimas HDACs resulta num conjunto de mecanismos anti-tumorais, entre os quais, a
paragem do ciclo celular e a inibicdo de proteinas envolvidas na reparacdo do DNA
(Abdelfatah et al., 2016). Estes sdo potenciais mecanismos pelos quais, os inibidores

das HDACs permitem melhorar a eficicia da radioterapia (Ree et al., 2010).
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Um estudo de fase 1, levado a cabo por Ree et al, avaliou o uso do inibidor das HDACs,
Vorinostat, combinado com radioterapia paliativa pélvica para o carcinoma
gastrointestinal. Segundo este, o pré-tratamento com Vorinostat tem como resultado
uma sensibilizagao a radioterapia, aumentando desta forma, a eficicia da mesma na

redugdo do tumor (Ree et al., 2010).

Existem ainda estudos que sugerem que a combinagdo de terapias epigenéticas pode
aumentar a eficacia do tratamento anticancerigeno. A inibicao da atividade das HDAC:s,
em monoterapia, influencia a expressio de muitos genes. Contudo, genes
hipermetilados, silenciados por mecanismos epigenéticos, parecem ndo ser re-
expressados pela acao destes inibidores. Este mecanismo s6 € observado na presenca de
agentes desmetilantes, como os inibidores das DNMTs (Juergens et al., 2012). Assim, a
combinagdo destas terapias, inibindo a atividade das enzimas DNMTs e das HDAC:sS,
pode induzir a re-expressdo de genes metilados e resultar numa resposta tumoral
(Mariadason, 2008). Confirmando esta hipotese, um estudo realizado por Juergens et al,
demonstrou que a combinacdo terapéutica de Azacitidina (um inibidor das DNMTs)
com Entinostat (um inibidor das HDACs), em baixas doses, apresenta respostas
tumorais durdveis em doentes com tumores solidos, resposta que ndo ¢ conseguida

através de monoterapia (Juergens et al., 2012).
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Conclusao

Os estudos e factos apresentados nesta tese, relativos as diferentes vias de progressao,
caracteristicas clinico-patologicas e perfis moleculares, demonstram que o Cancro
Coélon Retal (CCR) ¢ uma neoplasia heterogénea, tendo uma apresentacao clinica,
caracteristicas moleculares e prognosticos diferentes, dependo de cada paciente. O CCR
¢ conhecido por ser um dos cancros com maior incidéncia a nivel mundial, sendo o
terceiro mais frequente. Em Portugal, no ano de 2014, este tipo de neoplasia distinguiu-
se como a terceira mais frequente no sexo masculino e a segunda no sexo feminino de

acordo com os dados da Dire¢dao Geral da Satde.

O CCR pode ser classificado, segundo a etiologia que lhe ¢ adjacente, em esporadico e
hereditario. O cancro esporadico ndo estd associado a qualquer predisposi¢ao hereditaria
e, neste caso, o processo de carcinogénese pode ser influenciado por diversos fatores,
como a idade, a dieta, o estilo de vida, fatores ambientais, mutagdes somaticas ¢ historia
prévia de adenoma maligno. O cancro hereditario, por sua vez, apresenta caracteristicas

clinico-patologicas e moleculares/genéticas bem definidas.

Na ultima década varios avangos e desenvolvimentos tém sido feitos em todos os
aspetos do CCR, incluindo novas técnicas de imagiologia e screening, identificagdo de
novos mecanismos moleculares que levam a doenga e aparecimento de tratamentos
adjuvantes e neoadjuvantes. No entanto, a remocdo cirirgica continua a ser o

procedimento mais aplicado na maioria dos casos.

A patogenése do Cancro Colon Retal estd bem descrita e inclui principalmente a
sequéncia adenoma-carcinoma. A nivel histologico, esta via inicia-se com um aumento
da proliferacao das células da mucosa epiteliar, com posterior progressao para adenoma
benigno, em que o aumento da displasia, tamanho e agressividade culminam na
formagado do carcinoma. Em concomitancia com estas alteracdes histopatoldgicas, surge
uma acumulagdo gradual de mutagdes genéticas e epigenéticas nos genes APC, KRAS e
p33, que estdo envolvidos na iniciacdo e progressao da carcinogénese colon retal. Uma
percentagem mais reduzida de CCRs estd associada a instabilidade de microssatélites.
Esta ¢ uma via de progressdo tumoral que se caracteriza pela ocorréncia de mutagdes em

sequéncias repetitivas na linha germinal, em genes responsaveis pela reparagao do
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DNA, resultando numa reparagdo deficiente dos erros que ocorrem durante o processo
de replicagdo. O desenvolvimento da sindrome hereditaria do CCR, a sindrome de

Lynch, estd também associado a esta via molecular de carcinogénese.

Do ponto de vista molecular, os estadios bem definidos e as mutac¢des identificaveis na
sequéncia adenoma- carcinoma, representam alvos ideais a ser utilizados no diagnostico
precoce do CCR. A capacidade para identificar estas mutagdes genéticas em individuos
assintomaticos, com elevada sensibilidade e especificidade, devia ser, na teoria, um
método viavel de rastreio. Contudo, a pesquisa de eventos moleculares como
ferramentas de diagndstico tem mostrado resultados pouco promissores e,
correntemente, os testes como a pesquisa de sangue oculto nas fezes e a colonoscopia
continuam a ser os mais utilizados no rastreio realizado em alguns paises, enquanto que
noutros paises, nao existem programas de rastreio. Para além disto, as mutagdes
genéticas apresentam também um papel limitado como indicadores de prognostico no
CCR. Assim sendo, a procura de novos e mais precisos indicadores de resposta ao
tratamento, bem como progndstico continua a ser uma das principais areas de

investigagao neste tipo de cancro.

Recentemente foi identificada uma nova via molecular no desenvolvimento do CCR.
Esta via inclui mecanismos epigenéticos como as modificagdes das histonas,
modificacdes da estrutura da cromatina, alteracdes na expressdo de micro RNAs e a
metilacdlo do DNA. De facto, as alteragdes na metilacdo do DNA, sdo agora
consideradas uma anormalidade comum na iniciagdo do cancro e na sua progressao,
ocorrendo no inicio do processo de formagdo do cancro, na fase pré-maligna da

sequéncia adenoma-carcinoma.

A metilagdo do DNA ¢ um processo epigenético que conduz ao silenciamento
individual dos genes, através da inibi¢do da expressdo dos mesmos. A metilagdo
observa-se, geralmente, em sequéncias dinucleotideas CpG, situadas na regido
promotora do gene, designadas ilhas CpG e ¢ observada em varios tipos de cancros,
num vasto espectro de genes, em particular genes supressores do tumor. Em tecidos
normais, as ilhas CpG apresentam-se geralmente no estado ndo metilado, permitindo a
ligacdo dos fatores de transcricdo e consequentemente, a expressdo do gene associado.
No CCR, assim como em outros cancros, a metilagao das ilhas CpG inibe diretamente a

ligacdo dos fatores de transcricdo ou recruta proteinas repressoras da transcricdo, que
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alteram a estrutura da cromatina, tornando-a mais condensada e inacessivel
(heterocromatina) aos mecanismos de transcri¢do, impedindo desta forma a expressdo
dos genes. No CCR estdo definidos dois painéis de cinco genes que se observam
frequentemente metilados e, com base no numero de genes metilados ¢ possivel definir
o fendtipo metilador (CIMP). Deste modo, os CCRs podem ser divididos em trés tipos
distintos de CIMP: CIMP- alto, CIMP- baixo € CIMP - ausente. Os CCRs com CIMP-
alto apresentam, geralmente, mutacdes no gene BRAF e estdo também associados a
instabilidade de microssatélites, enquanto os CCRs com CIMP baixo apresentam com
frequéncia mutagdes no oncogene KRAS. Mutagdes no gene p53 estdo associadas a

CCRs sem CIMP.

Outra alteragdo no padrao de metilagdo que tem sido observada na carcinogénese colon
retal, ¢ a hipometilagdo global do DNA. Esta refere-se a perda global do conteudo
5’metilcitosina e observa-se geralmente nos dinucleotidios CpG, situados em
sequéncias repetidas do DNA. Esta perda pode contribuir para o desenvolvimento do
CCR através da reativacdo dos elementos retrotransposénicos LINE-1, da ativacdao de

oncogenes ou ainda, pela inducao de um estado de instabilidade cromossomal.

As alteragdes na metilacdo do DNA tém sido associadas ao envelhecimento natural dos
individuos, ao tabagismo e a dieta, importantes fatores de risco no desenvolvimento do
CCR. Conclui-se assim, que o aumento da idade define uma pré-disposicdo para a
metilagdo aberrante das ilhas CpG, que o tabagismo ¢ responsavel por alteracdes no
padrao de metilagdo do DNA, sendo que, o genoma de individuos fumadores apresenta
um maior namero de locais CpG metilados e que mesmo apds cessacao tabagica, alguns
desses locais permanecem metilados. Para além disto, alguns alimentos tém também
sido apontados como fatores que afetam a metilacio do DNA. Destes, o folato ¢ talvez o
melhor fator dietético estudado e sobre o qual se tém levantado muitas questdes. Se por
um lado estd estabelecido que a deficiéncia de folato no organismo pode conduzir a
carcinogénese € que a ingestdo de suplementacdo em forma de 4cido folico pode ser
usada como uma medida de preveng¢do, por outro sabe-se que esta estratégia so ¢ valida
na auséncia de lesdes neoplasicas e que quando estas estdo presentes, a suplementagao
com acido folico vai aumentar o seu crescimento e progressao. Desta forma, os
suplementos de acido folico, enquanto medicamentos ndo sujeitos a receita médica,

podem representar um fator de risco no desenvolvimento do CCR, ou qualquer outro
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tipo de cancro, devendo a caréncia de folato ser preferencialmente preenchida através de

alimentos ricos em acido folico, tais como os brécolos e os espinafres.

Desta forma, a metilagdo do DNA pode ser claramente estabelecida como uma via

distinta e alternativa no desenvolvimento e progressao do CCR.

O estudo epigenético do cancro permitiu o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que compreendem, até a data, duas classes de farmacos, os inibidores das
enzimas DNMTs e os inibidores das enzimas HDACSs. Os primeiros tém como alvo
terapéutico a metilagdo do DNA e atuam na reversdao da metilagdo responsavel pelo
silenciamento de genes supressores de tumor. Nos segundos, o alvo terapéutico € o
processo de acetilagdo das histonas, em que os firmacos permitem que a cromatina
fique acessivel para transcricdo, ocorrendo a expressdo dos genes previamente
silenciados. Apesar de ja existirem alguns farmacos destas classes aceites pela FDA
para o tratamento de sindromes mielodisplasicas, leucemias e linfomas, o uso destes em
monoterapia demonstrou-se ineficaz em tumores so6lidos, incluido o CCR. Desta forma,
os estudos da terapia em tumores solidos passaram a incidir na combinagdo de
terapéuticas anticancerigenas convencionais juntamente com um farmaco epigenético,
ou a combinacdo de varios farmacos epigenéticos. Estes estudos, que se encontram
agora em fase I/II, parecem demonstrar que a presenga dos farmacos epigenéticos
sensibiliza as células para o agente citotoxico, permitindo uma maior eficicia na
reducdo do tumor e a reversdo de possiveis resisténcias. No entanto, de forma a serem
validados e aceites pela FDA, estes novos agentes terapéuticos devem ser testados numa
populagcdo mais heterogénea, em estadios mais iniciais da doenga e a dose ideal e

combinagdo de terapéutica devem ser otimizadas.

Em sumadrio, os mecanismos epigenéticos apresentam grande potencial na detegdo
precoce, screnning, monitorizagao e predicao de prognostico ou resposta terapéutica nos
pacientes com CCR. Futuras investigagdes neste campo poderdo aumentar o
conhecimento de como as alteragdes epigenéticas tém impacto no CCR e permitir o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, mais eficazes em estddios mais

precoces da doenca
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