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O câncer é uma doença complexa e heterogênea caracterizada por numerosas alterações genéticas e epigené-
ticas. Os avanços recentes nas pesquisas com o genoma humano e no desenvolvimento de tecnologia de
ponta têm contribuído significativamente para o entendimento dos mecanismos moleculares responsáveis
pelas alterações tumorigênicas, oferecendo novas aplicações clínicas. Em um curto período de tempo, já se
pode notar a contribuição promissora nas áreas de diagnóstico, prognóstico e terapia em oncologia. Nesta
revisão são destacados recentes resultados de estudos envolvendo microarranjos de DNA e terapia molecu-
lar, e discutidos possíveis problemas e perspectivas da aplicação desses novos conhecimentos laboratoriais
à prática oncológica.
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Cancer is a highly complex and heterogeneous disease characterized by the accumulation of genetic and
epigenetic changes.  Recent advances in human genome research and development of high-throughput
technologies have shed light into the understanding of the molecular mechanisms involved in tumorigenesis
and opened a new window of opportunities for  research in oncology. In a short period of time, there has been
a promising contribution to the  diagnosis, prognosis and therapy. In this review, we highlight recent develo-
pments in microarray technology and molecular target therapy, and comment on potentially problematic areas
and further trends for  applications.

Cancer, Genome analysis, DNA-microarrays, Molecular therapy

O câncer é uma doença bastante heterogênea e as múltiplas
alterações genéticas e epigenéticas causam problemas signifi-
cantes para sua prevenção, diagnóstico e terapia. Estudos celu-
lares funcionais são críticos para decifrar a complexidade da
doença, esclarecer a base biológica e propiciar a identificação
das melhores estratégias terapêuticas. Além disso, para que haja
um impacto significativo na saúde e qualidade de vida humana,
a transferência dos achados laboratoriais para a prática médica
deve ser feita de forma rápida. Contudo, a ligação entre o labora-
tório e a clínica é ainda bastante precária, porque os pesquisa-
dores clínicos frequentemente vêem os estudos em modelos
laboratoriais com ceticismo e os pesquisadores laboratoriais
olham a pesquisa clínica com restrições. Nesta revisão são dis-
cutidos recentes avanços na pesquisa básica com efeito positi-
vo no diagnóstico e terapia oncológica.

Perfil Molecular no Diagnóstico e Prognóstico dos
Tumores

Uma das conquistas científicas mais importantes desta déca-
da foi o término do sequenciamento do genoma humano, que

permitiu a grande expansão de estudos funcionais ao nível ge-
nômico. Nos últimos anos, diversos métodos foram desenvolvi-
dos para definição do perfil de expressão molecular e pratica-
mente todos têm sido extensivamente usados na pesquisa em
câncer. Entre esses métodos, a análise de microarranjos de DNA
atingiu uma reputação ímpar porque o processo é relativamente
simples, não requer seqüenciamento de DNA em larga escala, e
permite a quantificação simultânea de milhares de genes em nu-
merosos espécimens.

A tecnologia de microarranjos baseia-se na hibridização entre
seqüências de DNA-alvos, moléculas derivadas de um espéci-
mem biológico que são marcadas por fluorocromos, e seqüênci-
as de DNA-sondas, moléculas que representam os genes de
interesse e são imobilizados em uma matriz sólida (lâmina de
sílica ou de vidro, substrato sólido de nylon). Os microarranjos
podem ser encontrados em dois tipos de plataformas: uma com
cDNA e outra com oligonucleotídeos como DNA-sonda. O mi-
croarranjo de cDNA é constituido por longas moléculas de DNA
imobilizadas em uma superfície sólida e é freqüentemente usado
para estudos de expressão gênica e em triagens com grande
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número de espécimens. O microarranjo de oligonucleotídeos é
constituído de seqüências curtas de DNA sintetizadas artificial-
mente e imobilizadas em matriz de vidro, e é comumente utilizado
para detecção de mutações, mapeamento genético e estudos de
expressão gênica. Os arranjos de oligonucleotídeos têm custo
mais elevado, mas podem detectar alterações moleculares de
menor porte, tanto quantitativa como qualitativamente.

Os estudos com microarranjos de DNA geram uma enorme
quantidade de dados que requerem modelos matemáticos espe-
ciais para análise. A análise não-supervisionada define classes
de tumores pelo agrupamento de genes ou espécimens com base
nas semelhanças dos perfis de expressão gênica, sem qualquer
organização inicial. Após a definição dessas classes, são então
realizadas análises para associação com histologia, parâmetros
clínicos e outros marcadores. A análise não-supervisionada tem
um nível baixo de viés e é melhor adequada para revelar subti-
pos, até então, desconhecidos entre amostras. A análise super-
visionada, por outro lado, incorpora outras informações relacio-
nadas com as amostras para identificar grupos de genes que
corretamente discriminem as variáveis sob investigação. Por
exemplo, dados de sobrevivência podem ser incluídos no mode-
lo para ajudar a identificar o perfil molecular que melhor se ajusta
à classe de pacientes que respondem ao tratamento com deter-
minada droga. Esse perfil é chamado “classificador molecular”,
e o grupo de tumores usado para sua definição é denominado
“grupo de treinamento”. Após sua definição, o classificador é
validado no “grupo teste”, um grupo independente de tumores
do mesmo tipo, mas com subclassificação desconhecida. A aná-
lise supervisionada é melhor adequada à identificação prospec-
tiva de tumores classificados em um subgrupo pré-definido. Tanto
a abordagem supervisionada como a não-supervisionada são
comumente aplicadas ao mesmo conjunto de dados com distin-
tos objetivos.

A expressão gênica de tumores tem sido usada com sucesso
como um instrumento para melhorar a precisão do diagnóstico e
do prognóstico em oncologia 1-3. Por exemplo, análise não-su-
pervisionada em câncer de mama tem consistentemente separa-
do tumores com base na presença ou ausência da expressão do
receptor de estrogênio (ER), ou na característica esporádica ou
familial do tumor4,5. Perfis de expressão específicos foram identi-
ficados como previsores de resposta em pacientes com carcino-
mas de mama e pulmão sem contaminação de linfonodos6,7 e
para identificar genes que se expressam diferencialmente em
estágios iniciais ou avançados de tumores de células escamo-
sas de esôfago8. Do mesmo modo, a tecnologia de microarranjos
identificou níveis séricos de osteopontina e prostasina como
marcadores para detecção precoce de câncer de ovário9,10.

Como geralmente acontece com novas tecnologias, a normati-
zação técnica para os microarranjos ainda é um problema. Há
diferentes tipos de plataformas, diferentes grupos de genes são
incluídos em cada uma delas, diferentes técnicas são usadas
para hibridização, e os modelos para análise matemática estão
em constante desenvolvimento. Conseqüentemente, ainda há
muito a validar antes que esta técnica tenha plena utilidade clíni-
ca. Além disso, a grande variabilidade das circunstâncias clíni-
cas também pode constituir um problema para a aplicabilidade
dos microarranjos na prática diagnóstica. Por exemplo, um de-
terminado perfil molecular pode indicar resposta favorável para
terapia adjuvante em câncer de pulmão em estágio inicial, mas
ser um fator prognóstico desfavorável em doença avançada.
Contudo, num futuro não muito distante, espera-se que mini-
chips contendo um número limitado de genes altamente prediti-

vos sejam utilizados para identificar subgrupos biológicos de
tumores hematológicos ou de tecidos sólidos que sejam associ-
ados com prognósticos e terapias mais apropriadamente defini-
dos.

Seleção de Alvos Moleculares para Terapia
A quimioterapia convencional muitas vezes oferece somente

respostas parciais, temporárias e imprevisíveis. As terapias vol-
tadas para mecanismos moleculares têm sido reconhecidas como
mais efetivas em associar eficácia com níveis mais baixos de
efeitos tóxicos. Contudo, os desafios oferecidos pelos aspectos
práticos da terapia molecular são tão grandes como a esperança
trazida pelos resultados dos estudos básicos. Um dos princi-
pais alvos destes estudos são as enzimas proteina-quinases,
que transferem grupos fosfato do ATP para aminoácidos espe-
cíficos de proteínas. A fosforilação dessas proteínas leva à ati-
vação de redes de transmissão de sinais intracelulares que tem
papel crítico em uma variedade de processos biológicos, como
crescimento, diferenciação e morte celular. Algumas quinases
fosforilam os aminoácidos serina e treonina, outras fosforilam o
aminoácido tirosina. Como as proteina-quinases são freqüente-
mente desreguladas e têm níveis de expressão significativamen-
te aumentados em cânceres humanos, elas constituem alvos
atraentes para inibidores farmacológicos específicos. Diversas
drogas que inibem proteínas tirosina-quinases foram aprovadas
ou estão em pendência para aprovação como terapêuticos em
tipos diferentes de câncer 11.

Quando a doença tem um determinante molecular principal,
existe uma alta probabilidade de sucesso no desenvolvimento
de terapia-alvo efetiva. O melhor exemplo desta situação é a
leucemia mielóide crônica (LMC), que tem o gene quimérico BCR-
ABL gerado pela translocação entre os cromosomos 9 e 22. A
proteína codificada por este gene quimérico é constitutivamen-
te ativa e pode ser bloqueada, efetivamente, pelo imatinib, um
inibidor de transdução de sinais intracelulares. O imatinib, inici-
almente designado STI571 e manufaturado como Gleevec nos
USA e Glivec em outras partes do mundo (Novartis), é um inibi-
dor poderoso das proteina-quinases ABL e BCR-ABL. A au-
sência de fosforilação inibe o prosseguimento da sinalização
celular e muda o balanço fisiológico para a redução da prolifera-
ção celular e aumento de apoptose. O imatinib induz respostas
dramáticas e duráveis em pacientes com LMC, mesmo em casos
refratários à terapia com interferon. Infelizmente, são raras neo-
plasias humanas, com determinantes moleculares primários e,
na maioria dos tumores sólidos, a complexidade dos caminhos
metabólicos interelacionados representa um forte obstáculo à
proposta das terapias moleculares alvo.

Curiosamente, o primeiro exemplo de receptor tirosina-quina-
se demonstrado como um alvo ideal para terapia anti-câncer foi
o receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (erb-
B2 ou HER2), em câncer de mama12. O HER2 não tem um ligante,
mas é o parceiro de dimerização preferido dos outros membros
da família dos receptores de fatores de crescimento epidérmi-
cos. Por mais de duas décadas, sabe-se que o HER2 tem expres-
são elevada em cerca de 20% dos carcinomas mamários e esta
expressão é correlacionada com prognóstico pior, provavelmen-
te devido a aumento nas atividades de proliferação, sobrevivên-
cia celular, angiogênese, invasão e metástase13. A expressão
aumentada de HER2, tipicamente como consequência de ampli-
ficação gênica, resulta em alteração de resposta a manipulações
hormonais através do complexo do receptor de estrogênio (ER)
e em aumento na regulação do fator de crescimento endotelial
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vascular (VEGF). A importância clínica do HER2 em câncer ma-
mário serviu de base para o desenvolvimento de drogas especí-
ficas contra este receptor, entre elas o anticorpo monoclonal
humanizado trastuzumab (Herceptin). Em estudos clínicos ran-
domizados, as pacientes com tumores de mama metastáticos
que eram HER2-positivos sobreviveram por mais tempo quan-
do tratadas com trastuzumab em combinação com quimiotera-
pia do que quando tratadas somente com quimioterapia12. É in-
teressante destacar que a pesquisa também foi efetiva em reco-
nhecer que os efeitos adversos da cardiomiopatia congestiva
associados a tratamento com doxorubicina e trastuzumab eram
devidos ao efeito anti-apoptótico do HER2 em miócitos nor-
mais14.

Outro exemplo interessante relaciona o imatinib com tumores
de estroma gastrointestinais (GISTs). O imatinib havia sido iden-
tificado, em estudos pré-clínicos, como eficiente inibidor de ou-
tras quinases, como o fator de crescimento derivado de plaque-
tas (PDGF) e o c-KIT. Este efeito em c-KIT levou a testar esta
droga como um alvo terapêutico nos GISTs, os tumores mesen-
quimais do trato gastrointestinal mais comuns. Esses tumores,
que notoriamente não-respondem à quimioterapia convencio-
nal, freqüentemente apresentam mutações nos éxons 9, 11, 13
do gene c-KIT, mutações essas que são responsáveis por gan-
ho funcional devido a ativação constitutiva do receptor15. O
gene c-KIT codifica uma proteína que se localiza na membrana
celular e a homodimerização de duas dessas moléculas adjacen-
tes ativa o domínio quinase, com conseqüente ativação de cas-
catas sinalizadoras envolvidas em tumorigênese, como a proli-
feração celular, adesão, apoptose e diferenciação. Pesquisas re-
centes aprovaram o imatinib como a primeira terapia sistêmica
efetiva para GIST metastático e localmente ressecável. O efeito
clínico deste agente anti-câncer é geralmente rápido e os sinto-
mas relacionados se reduzem poucos dias após o início do uso
da droga15. Estudos atuais visam verificar por quanto tempo o
paciente teria que ser tratado e quais seriam as conseqüências
de um tratamento à  longo prazo.

A identificação de alvos terapêuticos moleculares efetivos é
especialmente necessária para câncer de pulmão, o tumor sólido
mais letal nos países ocidentais, geralmente metastatizado por
ocasião do diagnóstico. Entre as proteínas com níveis elevados
de expressão em carcinomas pulmonares de células não esca-
mosas (NSCLC), está o receptor do fator de crescimento epidér-
mico (HER1 ou EGFR). A sinalização pelo EGFR é complexa,
envolvendo homo e heterodimerização com outros membros da
família (HER2, HER3 e HER4). Recentemente foram desenvolvi-
das pequenas moléculas que inibem a fosforilação do EGFR,
competindo seletivamente ao nível do sítio de ligação ATP-tiro-
sina-quinase. Entre elas destaca-se o gefitinib (ZD1839, Iressa,
AstraZeneca), um derivativo da quinazolina que obteve licença
para uso em NSCLC avançado em numerosos países, incluindo
Estados Unidos e Japão. Contudo, em estudos clínicos fases II
e III, o gefitinib induziu uma redução tumoral dramática, mas em
apenas cerca de 10% dos pacientes com NSCLC.

Mais recentemente, investigações moleculares encontraram
importantes previsores biológicos de sensibilidade ao gefitinib
em pacientes com carcinoma pulmonar. Em uma conquista espe-
tacular da medicina molecular, Paez et al.16 e Lynch et al.17 desco-
briram que tumores de pacientes que responderam ao tratamen-
to com gefitinib apresentavam mutações no gene EGFR. As
mutações, representadas por substituição ou deficiência de al-
gumas bases nitrogenadas, concentravam-se no sítio catalitica-
mente ativo do receptor quinase (éxons 18 a 23), onde o gefiti-

nib se liga. Esses achados sugeriram que tais mutações eram
fatores determinantes do crescimento do câncer pulmonar, e que
a inibição da atividade do EGFR pelo medicamento destruía as
células cancerosas portadoras de mutações. Em experimentos
in vitro, os receptores mutantes sinalizavam continuamente em
resposta ao ligante EGF. Portanto, parece que enquanto estas
mutações conferem vantagem de crescimento às células tumo-
rais, elas também tornam esses tumores mais suscetíveis ao ge-
fitinib. Paez et al.16 detectaram tais mutações, mais freqüente-
mente, no gene EGFR em pacientes japoneses do que em norte-
americanos. Estes achados são interessantes, porque estudos
clínicos haviam mostrado que pacientes japoneses são três ve-
zes mais responsivos ao gefitinib do que os norte-americanos.
As mutações são também mais comuns em pacientes do sexo
feminino não-fumantes e com tumores com padrão histológico
de adenocarcinoma, características que haviam sido previamen-
te associadas com maior probabilidade de responder a esta dro-
ga.

Ao mesmo tempo, nosso grupo da Universidade do Colorado
identificou outro marcador molecular de resposta ao tratamento
com gefitinib, na presença de um número aumentado de cópias
do gene EGFR nas células tumorais18. Usando testes de hibridi-
zação in situ fluorescente (FISH), os tumores foram classifica-
dos em EGFR-negativos, quando não apresentavam ganho no
número de cópias do gene por célula ou haviam ganho em nível
baixo, e EGFR-positivos, quando os tumores tinham ganho ele-
vado no número de genes, associados com polissomia do cro-
mossomo 7 ou amplificação gênica. Os pacientes EGFR-positi-
vos apresentaram índices significativamente aumentados de res-
posta ao tratamento (36% versus 3%) e de controle da progres-
são da doença (67% versus 26%), assim como um prolongamen-
to significativo do tempo de estabilidade clínica (mediana 9 me-
ses versus 2,5 meses) e sobrevida (18,7 meses versus 7,0 me-
ses). Em análise multivariada, o número elevado de cópias do
gene EGFR foi identificado como um fator significativo e inde-
pendentemente associado com resposta ao tratamento e sobre-
vida. Em uma análise preliminar com número reduzido de pacien-
tes, foi verificado que a maioria dos que responderam ao inibi-
dor do EGFR era portador de uma das mutações críticas e tinha
elevado número de cópias do alelo mutado. Esses resultados
indicam que a avaliação do número de cópias do gene por célula
tumoral seja usada como um parâmetro para selecionar os paci-
entes com carcinoma pulmonar de células não pequenas que
têm alta probabilidade de responder ao gefitinib.

Apesar deste importante progresso, ainda restam questões
polêmicas nesta área, como a identificação dos mecanismos de
desenvolvimento de resistência. Os estudos em LMC e imati-
nib sugerem que inúmeros mecanismos moleculares podem ser
importantes. Curiosamente, a resistência ao imatinib por paci-
entes com LMC é determinada por amplificação gênica e muta-
ções sem sentido no sítio do domínio quinase que se liga à
droga19, os mesmos mecanismos que tornam os pacientes com
câncer de pulmão suscetíveis ao gefitinib.

Devido à proteína EGFR e outros membros da família apresen-
tarem níveis elevados de expressão em diversos outros carcino-
mas humanos, é importante investigar se esses tumores também
são portadores de mutações amplificadas e, portanto, candida-
tos ao tratamento com gefitinib. A identificação de um subgru-
po de pacientes mais propícios a responder ao tratamento, reduz
o número de casos a serem incluídos em subseqüentes estudos
clínicos e os custos operacionais, sem perder o poder estatísti-
co.
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Conclusão
Inúmeros testes moleculares estão sendo atualmente introdu-

zidos na prática oncológica, e eles fornecem grande quantidade
de dados úteis dos pontos de vista clínico e biológico. Grande
parte desta informação é usada no refinamento de diagnósticos
específicos porque fornece dados importantes que não são de-
preendidos de outros tipos de testes. Entretanto, apesar das
aplicações dos estudos genômicos serem bastante promisso-
res, é crítico reconhecer as possíveis falhas e limitações, assim
como é necessário integrar a análise molecular no contexto pa-
tológico e clínico adequado para otimizar o seu valor.

Estamos vivendo uma época de oportunidades e desafios sem
precedentes para a aplicação da pesquisa básica na clínica on-
cológica. Apesar da enorme quantidade de recursos disponí-

veis, é difícil cobrir todos os problemas logísticos desta comple-
xa interface. Os estudos pré-clínicos devem examinar linhagens
celulares ou modelos animais ou agentes com associação rele-
vante com a doença, as drogas devem ser testadas em concen-
trações clinicamente relevantes, e os fenômenos biológicos de-
vem ser complementados com técnicas mais refinadas. Os estu-
dos clínicos devem ser planejados com base em dados pré-clíni-
cos ou clínicos preliminares e incluir aquisição prospectiva de
amostras biológicas para subseqüentes análises, ter poder esta-
tístico para fornecer um sinal clínico adequado, e serem condu-
zidos de forma a poder demonstrar reprodutibilidade. Felizmen-
te, excelentes exemplos de aplicação da pesquisa laboratorial à
prática oncológica têm sido publicados, e em freqüências cada
vez maiores.
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