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Resumo

O cancer colorretal € um dos canceres mais proeminentes no planeta, além de estar entre os mais mortais. O
prognostico de um paciente esta diretamente relacionado com o estagio em que é descoberta a doenca, por
isso, exames frequentes de triagem na populagdo sdo essenciais. Entretanto, o padrao ouro de diagnostico,
a colonoscopia, tende a ser inacessivel, para um grande espectro da populagéo, e invasiva. Avangos em
alternativas diagnosticas para cancer colorretal, como a pesquisa de biomarcadores em amostras de facil
coleta, podem ser alternativas com maior adesao entre a populagao. Decorrente da relevancia dessa tematica,
o presente trabalho buscara identificar os biomarcadores epigenéticos do cancer colorretal, visando entender
as principais alteracdes epigenéticas causadoras de cancer e seus possiveis usos clinicos. Para tanto, sera
realizada uma revisao de literatura em artigos publicados nas bases de dados Pubmed e Scielo. Os artigos
escolhidos ser&o originais e de revisdo, redigidos na lingua inglesa e portuguesa, a partir de palavras-chave
como epigenetic biomarkers e colorectal cancer. O periodo de pesquisa bibliografica sera de fevereiro a
abril de 2024 e contara com trabalhos publicados nos ultimos 10 anos. Este estudo visa analisar alteragées
epigenéticas que possam auxiliar clinicamente para a detecgao, identificacdo do estagio e progndstico do
cancer, através de amostras de facil coleta, como plasma e fezes. Assim, contribuindo para as chances de
sobrevivéncia de um paciente.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Biomarcadores epigenéticos; Metilagao do DNA; Modificagdo de histonas;
RNA néo codificante.

1 Introducgao

O cancer colorretal (CCR) é o segundo maior causador de mortes relacionadas a cancer no
mundo, além de ser um dos mais comuns. Em 2020 houve mais de 1.9 milhdes de novos casos
registrados e mais de 930 mil mortes foram estimadas mundialmente. Até o ano de 2040 se estima
um aumento de 3.2 milhdes de novos casos por ano, um aumento de 63%, e 1.6 milhdes de mortes
por ano (WHO, 2023).

O progndstico do cancer colorretal esta diretamente ligado ao estagio da doenca, por isso
pacientes em estagios iniciais tendem a ter maior chance de sobrevivéncia. Esta relagéo ja pode
ser vista em paises de renda alta. A colonoscopia é o exame padrao ouro para identificacido dos
estagios iniciais do CCR, porém tendem a ser caras, invasivas e de maneira geral inacessiveis
(WHO, 2023).

A analise de biomarcadores epigenéticos, permite a realizagao de triagem de maneira rapida,
nao invasiva e barata. Através de kits e amostras de facil coleta como o plasma e fezes do paciente
(JUNG, et al, 2020).

Um biomarcador de cancer ¢é classificado como uma caracteristica que pode ser usada como
medida de identificacdo de risco de cancer, ocorréncia de um cancer e até prognostico de um
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cancer. Estes biomarcadores, podendo ser moleculares, celulares e fisiolégicos, sdo encontrados
em tecidos ou fluidos corporais, e passam a ser produzidos por células cancerigenas ou por células
normais como resposta ao cancer. A testagem da presenca de biomarcadores especificos serve
como indicativo de mudancas no DNA, RNA, proteinas ou outras biomoléculas, a identificagcao de
certas alteragdes genéticas pode prover informacao relevante para um diagndstico de neoplasia,
prognostico e acompanhamento da mesma (SARHADI, et al, 2022).

Ha diversas modificacbes epigenéticas de interesse nos estudos do céncer, para o CCR,
as mais notaveis sdo a metilagdo do DNA, modificagcao de histonas e RNA nao codificante, todas
sdo diretamente relacionadas a patogenicidade do cancer colorretal. Levando em consideragéo
que estes biomarcadores se apresentam de maneira inicial e frequente, junto com o avango da
tecnologia gendmica, estes biomarcadores podem ser considerados como a préxima geragao
clinica de diagnéstico de polipos de colon e mais importante, canceres em pacientes (OKUGAWA,
et al, 2015).

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Identificar os biomarcadores epigenéticos do cancer colorretal.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar os principais mecanismos de alteracao epigenética causadores do cancer colorretal
Avaliar a relevancia clinica da identificacdo de biomarcadores epigenéticos do cancer
colorretal.

3 Fundamentagao Teérica

3.1 Céancer Colorretal

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia que acomete o intestino grosso e/ou reto, e
tem uma incidéncia aumentada ao longo dos ultimos anos, além de ser a terceira neoplasia mais
frequente no mundo. A ocorréncia de neoplasias primarias como adenomas e adenocarcinomas
ocorrem de maneira frequente no coélon. Assim como o célon, pode acometer o ceco, colon
ascendente e transverso, todas sec¢des do intestino grosso humano (SILVA e ERRANTE, 2016).

A maior parte dos CCR tem como inicio adenomas, que surgem a partir da alteragéo
genética das nossas células normais da mucosa colbnica, este processo pode levar cerca de 10
anos. A partir dos adenomas, pode surgir um pequeno polipo, que progride para uma maior (maior
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que 1cm), estes de maior tamanho sao os que evoluem para uma displasia e cancer. O risco de
CCR aumenta diretamente com a quantidade, histologia e tamanho dos pdélipos (MALLMANN, et
al, 2017).

O desenvolvimento do CCR em uma pessoa pode ser entrelagcado com diversos fatores,
dentre eles ha alguns que prevalecem entre a populagao. A idade é o principal fator de risco para
o desenvolvimento do CCR, ha uma ocorréncia de aproximadamente 10% em pessoas abaixo de
50 anos, a partir dos 50 anos até os 74, é a faixa etaria onde ocorrem a maioria dos canceres,
em torno de 59% dos individuos, os restantes 31% dos pacientes sdo pessoas acima de 74
anos. O sobrepeso e obesidade também aumentam as chances de desenvolvimento, ja que com
um nivel aumentado de gordura ha um consequente aumento da insulina, maior crescimento
celular e uma inibicdo no processo de apoptose. Interligado com o sobrepeso esta a inatividade
fisica, esta € importante para a regulacdo de marcadores inflamatérios e o tempo de transito
intestinal, essencial para a reducao do periodo de contato de substancias, que podem favorecer
a carcinogénese, com a mucosa intestinal. Por ultimo, o consumo excessivo de carnes vermelhas
e alcool sao fatores de risco para o surgimento de cancer colorretal (BRASIL, 2021).

Em paises de renda alta, como Estados Unidos, tem se visto uma diminuigdo da mortalidade
do CCR, isto se da devido, principalmente, aos avancos no rastreamento da doenca, fator de
grande impacto para o seu prognostico. Paises do Leste Europeu, América do Sul e América
Central, este mesmo indice continua em aumento, devido a recursos limitados e a uma pior
infraestrutura do sistema de saude (MALLMANN, et al, 2017).

3.2 Epigenética

A tradugao do nosso cédigo genético para sequéncias de proteinas ndo depende apenas
da sequéncia em si apresentada, ha também um sistema regulador sofisticado que interage com
fatores genéticos e ambientais. Este sistema compde o que conhecemos como epigenética.
Epigenética é formalmente definida como uma mudanga herdavel na expressao génica ou
estabilidade cromossomal por meio da utilizagdo da metilacdo de DNA, modificacdo de histonas
ou RNA nao codificante, sem ocorrer uma mudanca da sequéncia de DNA (LLANGO, et al,
2020).

Os mecanismos epigenéticos que ocorrem em nosso genoma, como metilacdo do DNA e
modificagao de histonas, sdo considerados essenciais para o desenvolvimento e a manutencao
de padrdes de expressao génica. Estas variagdes epigenéticas apresentam propriedades e
sequéncias padrdes, ou seja, epigenoma, e sao fatores determinantes para o destino celular e
para sua atividade genética (LLANGO, et al, 2020).
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Fonte: GRADY, et al, 2021, p.30.

Variagoes epigenéticas causam mudancgas na metilacdo do DNA ou modificagao de histonas,
0 que nao afeta a sequéncia de codificagao do DNA. No entanto, afetam a estabilidade e estrutura do
DNA, tendo um grande impacto para a carcinogénese. Essas mudancas epigenéticas, que ocorrem
em células cancerigenas, tornam-se Uteis como biomarcadores de cancer, devido que a metilagéo
do DNA ocorre nos estagios iniciais da tumorigénese (SARHADI, et al, 2022).

Para o “National Institute of Health Biomarkers Definitions Working Group” um biomarcador
€ uma caracteristica que pode ser mensurada, esta é indicativa de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas patogénicas a uma intervencao terapéutica. O programa
Internacional de Seguranga Quimica junto com a Organizacdo Mundial da Saude, acrescentam
que é qualquer substancia, estrutura ou processo que também possa ser mensurado e influencie
ou prediga o desenlace de uma doenga. De uma maneira mais ampla, também sdo considerados
fatores como exposi¢ao nao intencional a quimicos e nutrientes (STRIMBU e TAVEL, 2010).

3.2.1 Metilacdo de DNA

Metilacao de DNA é uma das diversas modificacoes epigenéticas que regulam expressao
génica, em humanos, ocorre em citosinas, precedentes da guanina, chamados dinucleotideos CpG.
A maioria destes dinucleotideos ja sdo metilados no genoma humano, entretanto, ha regides ricas
em sequéncias CpG, denominadas de ilhas CpG, elas tipicamente se encontram nao metiladas
em células normais. As ilhas CpG estao localizadas geralmente nas regides promotoras de genes
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supressores de tumores e tém um papel na regulacdo da expressdo génica e silenciamento
gendmico. Metilagdo do DNA é mediado pela enzima DNA metiltransferase, que através de acgéo
catalitica adiciona um grupo metil a quinta posicao do anel de citosina em dinucleotideos CpG,
estas enzimas podem ser vistas como encarregadas por manter padrdes de metilacdo durante a
replicacao do DNA (OKUGAWA, et al, 2015).

A patogenicidade do CCR pode provir de diferentes caminhos, recentemente a alta frequéncia
de casos de hipermetilagdo de DNA também foi identificada como um meio patogénico. Canceres
provenientes da disfungdo epigenética frequente, a metilagdo do DNA, foram denominados
como “CIMP”, do inglés “CpG island. methylator phenotype”. A transicao de mucosa intestinal
normal para pélipos adenomatosos é marcada tanto por fatores genéticos quanto epigenéticos,
estes podem alterar rotas moleculares centrais. Quando ocorre a hipermetilagcado de certos genes
(SLC5A8, ITGA4, SFRP2, PTCH1, entre outros), alguns destes tém papel no inicio de formagao de
adenomas do cancer colorretal. A identificagdo de genes metilados em pdlipos de cdélon levou ao
uso como biomarcadores para a detecgéo precoce do cancer colorretal (OKUGAWA, et al, 2015).

Figura 2 - Progressao de epitélio normal a adenocarcinoma, com genes metilados associados a cada etapa.
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Fonte: GRADY, et al, 2021, p.33.

Em células cancerigenas, a hipometilacao global do DNA foi identificada como a principal e
primeira a surgir dentre as mudancgas de metilacédo do DNA. A perda do metil no DNA potencialmente
contribui para uma instabilidade genémica e o aumento de anomalias cromossdmicas, ambos
considerados fatores determinantes para a formagao de cancer. Logo, com a redugao ou exclusao
do mantenimento de metil do DNA, ha uma maior chance de evolugdo de mutagdes, instabilidade
gendmica e indugao de tumores (LLANGO, et al, 2020).
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Figura 3: Metilacdo do DNA

m mmwufm hurﬂummm

| .

* Cenome Instability * Gone silencing
* Oncogene activation * Sikencng of aliernative promters
¢ Activation of germ line genes ® lnactivation of Tumor sppressors
o Activation of alternative promoters y o :r

o Increased transcriptional noise -

* Activation of Repeat elements

Fonte: LLANGO, et al, 2020, p. 1069.

Pesquisadores descobriram que pode ser detectado DNA, de células tumorais, de maneira
livre na corrente sanguinea ou fezes do paciente, assim elaborando técnicas diagndsticas rapidas e
nao invasivas através da procura destes biomarcadores em amostras de sangue e fezes. A presenca
de septin 9 (SEPT9) metilado é o atual teste com maior sensibilidade para detecgcdo do CCR,
90%, é feito através de amostra de plasma e exame de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
(COPPEDE, et al, 2014).

SEPT9 é um gene que tem papel importante no controle do ciclo celular, fator que tem sido
associado como supressor de tumores. Para obter a aprovacao clinica do uso de SEPT9 metilado
como biomarcador epigenético, foram feitos diversos testes com sujeitos assintomaticos. Ao longos
dos anos de testes, tendo inicio em 2010, os valores de sensibilidade e especificidade tiveram
uma tendéncia a aumentar, chegando em 2015, a especificidade do teste foi determinada em 96%,
tornando-o, para a FDA, 6rgéo publico americano responsavel por saude publica, um método
confidvel para a triagem de CCR (MULLER e GYORFFY, 2022).
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Fonte: MULLER e GYORFFY, 2022, p.2.

NDRG4 é um gene regulador e codificador de proteinas, ele tem um papel importante na
proliferacao celular, apoptose e diferenciacao celular, ele tem sido associado com diversos canceres.
No CCR foi observado seu papel como um supressor de tumor, assim como o gene BMP3, que,
desde 2005, tem sido investigado e descrito também como um candidato a supressor de tumor de
CCR. Em amostras fecais, a presenca dos genes NDRG4 e BMP3 metilados, foram aprovados
como indicativos de serem responsaveis por regulacoes epigenéticas no CCR. Apos investigagao
mais extensa foi encontrada uma sensibilidade de 85% e especificidade de 90% para a triagem
de pacientes com CCR e também pacientes com exame de colonoscopia negativa (MULLER e
GYORFFY, 2022).

Figura 5 - Hiper/hipo metilagédo em célula cancerigena
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Fonte: OKUGAWA, et al, 2015, p. 42.
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3.2.2 Modificagao de histonas

O nosso DNA, quando nao esta sendo transcrito, se encontra envolto de histonas, elas
consistem em octameros de proteinas em pares. As quatro proteinas sdo: H2A. H2B, H3 e H4. Esta
envoltura do DNA, em histonas, formam os nucleossomos que quando ainda mais compactadas e
em adicdo com outras proteinas nucleares formam a cromatina (JUNG, et al, 2020).

As histonas possuem longas caudas que sobressaem dos nucleossomos, estas salientes
sao suscetiveis a modificacdes, das varias modificagdes, tem se tido mais interesse em duas,
a acetilacdo e metilagdo de histona. Isto devido ao seu papel na expressao génica (QIN, et al,
2019).

A acetilacdo de histonas é catalisada pelas “HATs” e “HDACs” do inglés “histone
acetyltransferases” e “histone deacetylases” respectivamente, esta mudanca de acetilagcéo
das caudas das histonas faz com que ocorra uma mudanga na carga elétrica das mesmas,
neutralizando a sua carga, com isto a interagao eletrostatica entre DNA e histona é enfraquecida,
assim modificando o estado de compactacido de cromatina. No caso de uma hiperacetilacdo das
histonas associadas com proto-oncogenes, sera ativada uma expressédo genética exacerbada.
No outro lado do espectro, a hipoacetilagado de histonas relacionadas com genes supressores de
tumores, ira causar um silenciamento dos genes devido a sua compactagcdo. Ao ponto de vista
da formacao de neoplasias, ambos cenarios sdo importantes para entender o desenvolvimento e
progressao do cancer (JUNG, et al, 2020).

A metilacao de histonas, assim como a acetilacdo, € mediada por duas enzimas, as
‘HMTs” e “HDMTs” do inglés “histone methyltransferases” e “histone demethytransferases”
respectivamente. Neste processo ocorre a transferéncia de um grupo metil ao residuo das caudas
de arginina ou lisina das histonas. A lisina pode ser monometilada, dimetilada ou trimetilada, e
este processo ocorre principalmente na histona H3 e H4, tornando-a mais estavel na regulacéo
de expressao génica (QIN, et al, 2019).

Modificagbes na estrutura tridimensional dos nucleossomos causam um efeito no controle
de transcri¢cao de genes, ja que cria regides inativas, ou seja, compactadas, também sitios ativos,
regides ndao compactadas. Um exemplo é a dimetilacdo e trimetilagcdo da histona H3 lisina 4,
que permitem um estado transcricional ativo, ja a trimetilagcdo da histona H3 lisina 9 e 27, sdo
associadas com uma transcricao inativa e como possiveis biomarcadores. Devido a limitagdes
técnicas, nao é tao facil relacionar formacao de neoplasias com os processos de modificagdes de
histonas, todavia, € provavel que esta desregulagéo altere o padrdo de expressao de genes no
CCR (OKUGAWA, et al, 2015).
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Figura 6 - Modificacdes de histona em célula cancerigena
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Fonte: OKUGAWA, et al, 2015, p. 42.

3.2.3 RNA nao codificante

Os RNAs nao codificantes funcionam como mediadores transcricionais, € mesmo que eles
representam 98% do genoma nao codificante de proteinas, ainda tém um importante papel na
regulacao de expressao génica. Estes mediadores podem ter caracteristicas tumorigénicas ou anti-
tumorigénicas, desde sua descoberta tem sido classificados de acordo com seu tamanho e fungao
(JUNG, et al, 2020)

O grupo com menor quantidade de nucleotideos, os microRNAs (miRNAs), sao fitas simples
de RNA que tém chamado a atencao devido ao seu papel na formagdo de CCR. Este grupo de
RNAs atua como um repressor pés-transcricional, € feita uma ligacdo complementar no sentido 3’
de regides nao traduzidas no seu alvo de RNA mensageiro, por isso, eles controlam a tradugéo de
menos de 60% de genes codificantes de proteina, isto inclui, os importantes processos tumorigénicos,
como proliferagéo celular, diferenciagao e apoptose (JUNG,et al, 2020).

Com mais evidéncia cientifica surgindo ao longo do tempo é facil demonstrar o papel
dos miRNAs na formacao de cancer, também que ha uma desregulacdo dos mesmos em casos
estabelecidos de cancer. Com isto em mente, é entendido que miRNAs expressos de maneira
exagerada, no cancer, podem funcionar como oncogenes, € em contraponto, miRNAs com atividade
supressora de tumores podem ter um baixo nivel de funcionamento (LLANGO, et al, 2020).

Estudos mais recentes continuam apontando miRNAs em todos os pontos chave da formacgao
do cancer e ainda mais importante, a vinculacdo de miRNAs existentes a diferentes canceres. Na
posicao cromossomal 13914.3 os miRNAs miR-15 e miR-16 foram encontrados majoritariamente
inexistentes em casos de leucemia linfocitica crénica, também hipermetilacdo do miR-9 é aparente
em diversos casos de carcinoma de célon, pescoco e pulmdes. A familia miR-148/152 tém sido
estudados como potenciais oncogenes e também supressores de tumores, em amostras de plasma
de pacientes com mieloma multiplo o aumento de miR-148a tem sido significado de uma baixa
probabilidade de sobrevivéncia (LLANGO, et al, 2020).

O potencial de miRNAs como biomarcadores clinicos se da devido ao seu pequeno tamanho,
quantidade limitada, em comparagao a genes codificantes de proteinas, e pela sua estabilidade
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em diversos tipos de amostra, como sangue, fezes e tecidos. Com isso, a quantidade de estudos
visando entender o uso de miRNAs como biomarcadores s6 tem aumentado exponencialmente
(JUNG,et al, 2020).

Infelizmente, para poder considerar os miRNAs conhecidos como possiveis biomarcadores
aptos para a detecgao precoce, evolugao ou prognéstico de CCR, é necessaria mais pesquisa sobre
0 assunto, ja que ainda € um procedimento laboratorial relativamente complexo e ainda nenhum
obteve resultados chave para adaptacao ao cenario clinico (ISLAM,et al, 2023; JUNG, et al, 2020).

Relevéancia Clinica

No Brasil, 0 CCR é ainda o terceiro cancer mais diagnosticado. Em comparagdo com outros
paises mais desenvolvidos do mundo, como Estados Unidos e Canad4, o indice de tumores por
CCR no Brasil e América do Sul sé teve aumento desde os ultimos anos, principalmente em grandes
centros urbanos com maior densidade populacional. Mais de 70% das mortes por CCR ocorrem por
motivos de falta de estrutura e limitagdo de recursos para prevengao, diagnostico e tratamento,
no Brasil, 55-70% dos pacientes sao diagnosticados em um estagio avangado da doenga, o que
contribui diretamente para um pior prognostico (KUPPER, et al, 2023).

O Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos estima que se todos os individuos
acima de 50 anos passassem por triagem recorrente, seria possivel diminuir o total de mortes
por CCR em 60%. Também, triagem recorrente pode reduzir a mortalidade de um paciente entre
15-33% e reduzir a incidéncia de poélipos em 20% quando examinados através de colonoscopia. A
colonoscopia atualmente é considerado o meio mais efetivo como triagem para o CCR, entretanto,
no Brasil, o nimero de colonoscopias realizadas pelo Sistema Unico de Saude (SUS) entre 2010
e 2018, ndo tem conseguido acompanhar o numero de diagnosticos de CCR com o crescimento
populacional atual. Outro fator é a baixa adeséo de triagem em populagbes de baixa renda e
que nao possuem planos de saude. Tais dados enfatizam a necessidade de implementar novas
técnicas de triagem em individuos assintomaticos, além da disponibilidade e aprimoramento de
colonoscopias (KUPPER, et al, 2023).

4 Material e Método

Para esta revisao sera realizada uma pesquisa em artigos publicados na base de dados
Pubmed e Scielo. Serao escolhidos artigos originais e de revisao em inglés e portugués, a partir da
busca por meio das seguintes palavras-chave: Epigenetic biomarkers e Colorectal cancer, fazendo
uma interligagao entre ambos. O periodo de pesquisa bibliografica sera de fevereiro a abril de 2024
e a revisao contara com trabalhos dos ultimos 10 anos.
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