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Resumo O cancer € uma doenga complexa e heterogénea caracterizada por numerosas alteracdes genéticas e ep
ticas. Os avangos recentes nas pesquisas com o genoma humano e no desenvolvimento de tecnolog
ponta tém contribuido significativamente para o entendimento dos mecanismos moleculares responsav
pelas altera¢des tumorigénicas, oferecendo novas aplica¢des clinicas. Em um curto periodo de tempo, j
pode notar a contribuicdo promissora nas areas de diagnéstico, prognéstico e terapia em oncologia. N¢
revisdo sdo destacados recentes resultados de estudos envolvendo microarranjos de DNA e terapia mol
lar, e discutidos possiveis problemas e perspectivas da aplicacdo desses novos conhecimentos laboratc
a prética oncoldgica.
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Abstract  Cancer is a highly complex and heterogeneous disease characterized by the accumulation of genetic
epigenetic changes. Recent advances in human genome research and development of high-througt
technologies have shed light into the understanding of the molecular mechanisms involved in tumorigene:
and opened a new window of opportunities for research in oncology. In a short period of time, there has be
a promising contribution to the diagnosis, prognosis and therapy. In this review, we highlight recent develc
pments in microarray technology and molecular target therapy, and comment on potentially problematic are
and further trends for applications.
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O cancer € uma doencga bastante heterogénea e as multipéamitiu a grande expansao de estudos funcionais ao nivel ge-
alteracdes genéticas e epigenéticas causam problemas signdfinico. Nos Ultimos anos, diversos métodos foram desenvolvi-
cantes para sua prevencao, diagndéstico e terapia. Estudos as-para definicdo do perfil de expressdo molecular e pratica-
lares funcionais sdo criticos para decifrar a complexidade m@nte todos tém sido extensivamente usados na pesquisa em
doenca, esclarecer a base biolégica e propiciar a identificag@mcer. Entre esses métodos, a andlise de microarranjos de DNA
das melhores estratégias terapéuticas. Além disso, para que &i@@iu uma reputacdo impar porque o processo € relativamente
um impacto significativo na salude e qualidade de vida humasanples, ndo requer seqiienciamento de DNA em larga escala, e
a transferéncia dos achados laboratoriais para a pratica mégmanite a quantificacdo simultanea de milhares de genes em nu-
deve ser feita de forma rapida. Contudo, a ligacéo entre o labarerosos espécimens.
tério e a clinica é ainda bastante precéria, porque os pesquisA-tecnologia de microarranjos baseia-se na hibridizacéo entre
dores clinicos frequentemente véem os estudos em modealeguéncias de DNA-alvos, moléculas derivadas de um espéci-
laboratoriais com ceticismo e os pesquisadores laboratorimiem bioldgico que sédo marcadas por fluorocromos, e seqiiénci-
olham a pesquisa clinica com restricdes. Nesta revisdo sao disde DNA-sondas, moléculas que representam os genes de
cutidos recentes avancos na pesquisa basica com efeito pdsiteresse e sdo imobilizados em uma matriz sélida (lamina de
vo no diagnadstico e terapia oncoldgica. silica ou de vidro, substrato sélido de nylon). Os microarranjos

podem ser encontrados em dois tipos de plataformas: uma com
Perfil Molecular no Diagndstico e Progndéstico dos cDNA e outra com oligonucleotideos como DNA-sonda. O mi-
Tumores croarranjo de cDNA é constituido por longas moléculas de DNA

Uma das conquistas cientificas mais importantes desta déaasbilizadas em uma superficie sélida e é freqlientemente usado

da foi o término do sequenciamento do genoma humano, guaga estudos de expressdo génica e em triagens com grande
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namero de espécimens. O microarranjo de oligonucleotideogas sejam utilizados para identificar subgrupos biolégicos de
constituido de sequéncias curtas de DNA sintetizadas artificitimores hematologicos ou de tecidos sélidos que sejam associ-
mente e imobilizadas em matriz de vidro, e € comumente utilizagidos com prognasticos e terapias mais apropriadamente defini-
para detec¢cdo de mutagBes, mapeamento genético e estudande

expressao génica. Os arranjos de oligonucleotideos tém custo

mais elevado, mas podem detectar alteragées moleculareSedecdo de Alvos Moleculares para Terapia

menor porte, tanto quantitativa como qualitativamente. A guimioterapia convencional muitas vezes oferece somente

Os estudos com microarranjos de DNA geram uma enormespostas parciais, temporarias e imprevisiveis. As terapias vol-
quantidade de dados que requerem modelos matematicos etguas para mecanismos moleculares tém sido reconhecidas como
ciais para analise. A analise ndo-supervisionada define clagsess efetivas em associar eficacia com niveis mais baixos de
de tumores pelo agrupamento de genes ou espécimens com efss toxicos. Contudo, os desafios oferecidos pelos aspectos
nas semelhancas dos perfis de expressao génica, sem qualjgpdicos da terapia molecular séo tdo grandes como a esperanca
organizacéo inicial. Apds a definicdo dessas classes, sdo ettd@izida pelos resultados dos estudos béasicos. Um dos princi-
realizadas analises para associacdo com histologia, parameiess alvos destes estudos sdo as enzimas proteina-quinases,
clinicos e outros marcadores. A analise ndo-supervisionada tgue transferem grupos fosfato do ATP para aminoacidos espe-
um nivel baixo de viés e é melhor adequada para revelar subificos de proteinas. A fosforilagdo dessas proteinas leva a ati-
pos, até entdo, desconhecidos entre amostras. A andlise su@&ao de redes de transmissao de sinais intracelulares que tem
visionada, por outro lado, incorpora outras informagdes relacigapel critico em uma variedade de processos biolégicos, como
nadas com as amostras para identificar grupos de genes grescimento, diferenciagdo e morte celular. Algumas quinases
corretamente discriminem as variaveis sob investigacdo. Rosforilam os aminoacidos serina e treonina, outras fosforilam o
exemplo, dados de sobrevivéncia podem ser incluidos no moaetinoécido tirosina. Como as proteina-quinases sao freqiente-
lo para ajudar a identificar o perfil molecular que melhor se ajusteente desreguladas e tém niveis de expressao significativamen-
a classe de pacientes que respondem ao tratamento com deteaumentados em canceres humanos, elas constituem alvos
minada droga. Esse perfil € chamado “classificador moleculagtraentes para inibidores farmacoldgicos especificos. Diversas
e o grupo de tumores usado para sua definicdo € denominddmas que inibem proteinas tirosina-quinases foram aprovadas
“grupo de treinamento”. Apés sua definicdo, o classificadorau estdo em pendéncia para aprovacdo como terapéuticos em
validado no “grupo teste”, um grupo independente de tumor@sos diferentes de canceér
do mesmo tipo, mas com subclassificacdo desconhecida. A an§uando a doenca tem um determinante molecular principal,
lise supervisionada é melhor adequada a identificacéo prospedste uma alta probabilidade de sucesso no desenvolvimento
tiva de tumores classificados em um subgrupo pré-definido. Tad® terapia-alvo efetiva. O melhor exemplo desta situacédo é a
a abordagem supervisionada como a ndo-supervisionada Isioemia mielbide crénica (LMC), que tem 0 gene quim&@R-
comumente aplicadas ao mesmo conjunto de dados com diséiBL gerado pela translocacdo entre os cromosomos 9 e 22. A
tos objetivos. proteina codificada por este gene quimérico é constitutivamen-

A expressao génica de tumores tem sido usada com sucéssativa e pode ser bloqueada, efetivamente,ipeltnib, um
como um instrumento para melhorar a precisao do diagnostidaibidor de transduc¢éo de sinais intracelulares&inib, inici-
do prognéstico em oncologid. Por exemplo, analise ndo-su-almente designado STI571 e manufaturado como Gleevec nos
pervisionada em cancer de mama tem consistentemente seda&aA e Glivec em outras partes do mundo (Novartis), € um inibi-
do tumores com base na presenca ou auséncia da expressa@mdpoderoso das proteina-quinases ABL e BCR-ABL. A au-
receptor de estrogénio (ER), ou na caracteristica esporadicaéncia de fosforilacdo inibe o prosseguimento da sinalizacdo
familial do tumot?®. Perfis de expresséo especificos foram identtelular e muda o balanco fisiologico para a redugéo da prolifera-
ficados como previsores de resposta em pacientes com carcgém celular e aumento de apoptosén@tinib induz respostas
mas de mama e pulméo sem contaminac¢éo de linfoffoelos dramaticas e duraveis em pacientes com LMC, mesmo em casos
para identificar genes que se expressam diferencialmente fnatarios a terapia com interferon. Infelizmente, sdo raras neo-
estagios iniciais ou avancados de tumores de células escapt@sias humanas, com determinantes moleculares primarios e,
sas de es6fagdo mesmo modo, a tecnologia de microarranjasa maioria dos tumores sélidos, a complexidade dos caminhos
identificou niveis séricos de osteopontina e prostasina cometabdlicos interelacionados representa um forte obstaculo a
marcadores para detec¢éo precoce de cancer de®dvario  proposta das terapias moleculares alvo.

Como geralmente acontece com novas tecnologias, a normatEuriosamente, o primeiro exemplo de receptor tirosina-quina-
zacao técnica para os microarranjos ainda € um problema.d¢&dlemonstrado como um alvo ideal para terapia anti-cancer foi
diferentes tipos de plataformas, diferentes grupos de genesaéeceptor do fator de crescimento epidérmico humaeob2 (
incluidos em cada uma delas, diferentes técnicas sdo us&suHER2, em cancer de mafiaOHER2n&a0 tem um ligante,
para hibridizacéo, e os modelos para analise matematica esté&s € o parceiro de dimerizacéo preferido dos outros membros
em constante desenvolvimento. Consequientemente, aindedadamilia dos receptores de fatores de crescimento epidérmi-
muito a validar antes que esta técnica tenha plena utilidade clags. Por mais de duas décadas, sabe-seldi&atem expres-
ca. Além disso, a grande variabilidade das circunstancias cligdo elevada em cerca de 20% dos carcinomas mamarios e esta
cas também pode constituir um problema para a aplicabilidagipresséo é correlacionada com prognaéstico pior, provavelmen-
dos microarranjos na pratica diagnéstica. Por exemplo, um dedevido a aumento nas atividades de proliferacdo, sobrevivén-
terminado perfil molecular pode indicar resposta favoravel pate celular, angiogénese, invasdo e metaStaSexpressao
terapia adjuvante em cancer de pulmao em estégio inicial, naasnentada ddER2 tipicamente como consequéncia de ampli-
ser um fator prognéstico desfavoravel em doenca avancafieacdo génica, resulta em alteracéo de resposta a manipulagfes
Contudo, num futuro ndo muito distante, espera-se que mihsrmonais através do complexo do receptor de estrogénio (ER)
chips contendo um nimero limitado de genes altamente preditiem aumento na regulacdo do fator de crescimento endotelial
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vascular (VEGF). A importancia clinica BiEER2em cancer ma- nib se liga. Esses achados sugeriram que tais mutacdes eram
mario serviu de base para o desenvolvimento de drogas espitéres determinantes do crescimento do cancer pulmonar, e que
ficas contra este receptor, entre elas o anticorpo monocloaahibicdo da atividade do EGFR pelo medicamento destruia as
humanizaddrastuzumalfHerceptin). Em estudos clinicos ran-células cancerosas portadoras de mutacdes. Em experimentos
domizados, as pacientes com tumores de mama metastatioastro, os receptores mutantes sinalizavam continuamente em
gue eramHERZ2positivos sobreviveram por mais tempo quanresposta ao ligante EGF. Portanto, parece que enquanto estas
do tratadas cortrastuzumatem combinagdo com quimiotera-mutagoes conferem vantagem de crescimento as células tumo-
pia do que quando tratadas somente com quimiotétapim- rais, elas também tornam esses tumores mais suscetigeis ao
teressante destacar que a pesquisa também foi efetiva em rétinib. Paez et &F detectaram tais mutacdes, mais freqlente-
nhecer que os efeitos adversos da cardiomiopatia congestivente, no genEGFRem pacientes japoneses do que em norte-
associados a tratamento com doxorubicitraguzumaleram americanos. Estes achados sdo interessantes, porque estudo:
devidos ao efeito anti-apoptético ##£R2 em midcitos nor- clinicos haviam mostrado que pacientes japoneses séo trés ve-
mais*. zes mais responsivos gefitinib do que os norte-americanos.

Outro exemplo interessante relaciorimatinibcom tumores As muta¢Bes sdo também mais comuns em pacientes do sexo
de estroma gastrointestinais (GISTshratinibhavia sido iden- feminino ndo-fumantes e com tumores com padrdo histolégico
tificado, em estudos pré-clinicos, como eficiente inibidor de ode adenocarcinoma, caracteristicas que haviam sido previamen-
tras quinases, como o fator de crescimento derivado de plageeassociadas com maior probabilidade de responder a esta dro-
tas (PDGF) e o-KIT. Este efeito ens-KIT levou a testar esta ga.
droga como um alvo terapéutico nos GISTs, os tumores mesero mesmo tempo, nosso grupo da Universidade do Colorado
guimais do trato gastrointestinal mais comuns. Esses tumoiidgntificou outro marcador molecular de resposta ao tratamento
gue notoriamente ndo-respondem a quimioterapia convenaomgefitinib, na presenca de um nimero aumentado de copias
nal, freqiientemente apresentam mutagGes nos éxons 9, 11dd§en€EGFRnas células tumordis Usando testes de hibridi-
do genec-KIT, mutagdes essas que sdo responsaveis por gaacaan situfluorescente (FISH), os tumores foram classifica-
ho funcional devido a ativagéo constitutiva do recépt@ dos emEGFRnegativos, quando ndo apresentavam ganho no
genec-KIT codifica uma proteina que se localiza na membram@imero de cépias do gene por célula ou haviam ganho em nivel
celular e a homodimerizacéo de duas dessas moléculas adjabaixo, eEGFRpositivos, quando os tumores tinham ganho ele-
tes ativa o dominio quinase, com consequente ativacdo de easlo no nimero de genes, associados com polissomia do cro-
catas sinalizadoras envolvidas em tumorigénese, como a proiessomo 7 ou amplificag&o génica. Os pacidB@SR positi-
feracéo celular, adesao, apoptose e diferenciagcao. Pesquisagoeapresentaram indices significativamente aumentados de res-
centes aprovaramimatinib como a primeira terapia sistémicaposta ao tratamento (36% versus 3%) e de controle da progres-
efetiva para GIST metastatico e localmente ressecével. O efaifim da doenca (67% versus 26%), assim como um prolongamen-
clinico deste agente anti-cancer é geralmente rapido e os sitdasignificativo do tempo de estabilidade clinica (mediana 9 me-
mas relacionados se reduzem poucos dias apds o inicio dosesoversus 2,5 meses) e sobrevida (18,7 meses versus 7,0 me:
da drog&. Estudos atuais visam verificar por quanto tempo es). Em andlise multivariada, o nimero elevado de copias do
paciente teria que ser tratado e quais seriam as consequérggasE GFRfoi identificado como um fator significativo e inde-
de um tratamento a longo prazo. pendentemente associado com resposta ao tratamento e sobre:

A identificaco de alvos terapéuticos moleculares efetivowigla. Em uma analise preliminar com nimero reduzido de pacien-
especialmente necessaria para cancer de pulmao, o tumor sdédofoi verificado que a maioria dos que responderam ao inibi-
mais letal nos paises ocidentais, geralmente metastatizadodmwrdoEGFRera portador de uma das mutagdes criticas e tinha
ocasido do diagnéstico. Entre as proteinas com niveis elevadievado nimero de copias do alelo mutado. Esses resultados
de expressédo em carcinomas pulmonares de células ndo esckcam que a avaliagdo do nimero de copias do gene por célula
mosas (NSCLC), esta o receptor do fator de crescimento epidémoral seja usada como um parametro para selecionar os paci-
mico (HER1 ou EGFR). A sinalizacdo pelo EGFR é complexantes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas que
envolvendo homo e heterodimerizagdo com outros membrostém alta probabilidade de respondegatitinib.
familia (HER2, HER3 e HER4). Recentemente foram desenvolvi-Apesar deste importante progresso, ainda restam questdes
das pequenas moléculas que inibem a fosforilagdo do EGRIEmicas nesta area, como a identificacdo dos mecanismos de
competindo seletivamente ao nivel do sitio de ligacéo ATP-tirdesenvolvimento de resisténcia. Os estudos em LihGag-
sina-quinase. Entre elas destaca-gefitinib (ZD1839, Iressa, nib sugerem que inimeros mecanismos moleculares podem ser
AstraZeneca), um derivativo da quinazolina que obteve licenigaportantes. Curiosamente, a resisténciaradinib por paci-
para uso em NSCLC avan¢cado em numerosos paises, incluiadtes com LMC é determinada por amplificacdo génica e muta-
Estados Unidos e Japédo. Contudo, em estudos clinicos fase®#s sem sentido no sitio do dominio quinase que se liga a
e lll, ogefitinibinduziu uma reducéo tumoral dramatica, mas enrogd®, 0s mesmos mecanismos gque tornam os pacientes com
apenas cerca de 10% dos pacientes com NSCLC. cancer de pulmao suscetiveisgaditinib.

Mais recentemente, investigacdes moleculares encontrararDevido a proteina EGFR e outros membros da familia apresen-
importantes previsores biolégicos de sensibilidadgediinib  tarem niveis elevados de express&o em diversos outros carcino-
em pacientes com carcinoma pulmonar. Em uma conquista espas humanos, é importante investigar se esses tumores também
tacular da medicina molecular, Paez étalLynch et at’ desco- sdo portadores de mutagGes amplificadas e, portanto, candida-
briram que tumores de pacientes que responderam ao tratani@sao tratamento cogefitinib. A identificacdo de um subgru-
to comgefitinib apresentavam mutacdes no g&t@FR As  po de pacientes mais propicios a responder ao tratamento, reduz
mutacdes, representadas por substituicdo ou deficiéncia deoatimero de casos a serem incluidos em subsequentes estudo:
gumas bases nitrogenadas, concentravam-se no sitio catalititiiicos e 0s custos operacionais, sem perder o poder estatisti-
mente ativo do receptor quinase (éxons 18 a 23), ogdétd  co.
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Concluséao veis, é dificil cobrir todos os problemas logisticos desta comple-

InUmeros testes moleculares estdo sendo atualmente introduinterface. Os estudos pré-clinicos devem examinar linhagens
zidos na pratica oncoldgica, e eles fornecem grande quantidadkilares ou modelos animais ou agentes com associacao rele-
de dados uteis dos pontos de vista clinico e biol6gico. Grandste com a doenca, as drogas devem ser testadas em concen-
parte desta informacgéo é usada no refinamento de diagnostitasdes clinicamente relevantes, e os fendbmenos bioldgicos de-
especificos porque fornece dados importantes que nao saoveen ser complementados com técnicas mais refinadas. Os estu-
preendidos de outros tipos de testes. Entretanto, apesar dissclinicos devem ser planejados com base em dados pré-clini-
aplicacBes dos estudos genbmicos serem bastante promisss-ou clinicos preliminares e incluir aquisicdo prospectiva de
res, é critico reconhecer as possiveis falhas e limitages, asminwostras bioldgicas para subsequientes analises, ter poder esta-
como é necessario integrar a analise molecular no contextofistico para fornecer um sinal clinico adequado, e serem condu-
tolégico e clinico adequado para otimizar o seu valor. zidos de forma a poder demonstrar reprodutibilidade. Felizmen-

Estamos vivendo uma época de oportunidades e desafios senexcelentes exemplos de aplicagdo da pesquisa laboratorial a
precedentes para a aplicacdo da pesquisa béasica na clinicgitica oncoldgica tém sido publicados, e em freqiiéncias cada
colégica. Apesar da enorme quantidade de recursos dispaez maiores.
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