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Abstract Identification of molecular biomarkers is a common result of current cancer epidemi-
ological research. Both genetic and molecular epidemiology have enjoyed impressive develop-
ments in recent decades, with important repercussions on traditional epidemiological approach-
es. In this paper we evaluate the new frontiers of cancer epidemiology, incorporating both genet-
ic and molecular biology approaches. We examine the current knowledge of molecular biomark-
ers for exposure and susceptibility to cancer, the role of gene mutations in carcinogenesis, and
their application to epidemiological studies. By exploring the status of relevant biomarkers,
these approaches become effective in evaluating exposure and susceptibility and show enormous
potential for elucidating mechanisms of carcinogenesis and the effect of risk factors in cancer.
However, these approaches are necessarily more invasive and raise several ethical issues for con-
sideration by both researchers in public health and society as a whole.
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Resumo O desenvolvimento das dreas de genética e biologia molecular tem sido admirdvel nas
ultimas décadas e isso tem repercutido intensamente na epidemiologia. Neste artigo, discute-se
a ampliacgao das fronteiras da pesquisa epidemioldgica em cancer com a incorporagdo das técni-
cas da genética e da biologia molecular. Examina-se o conhecimento atual dos biomarcadores de
exposigdo e de suscetibilidade, o papel das mutagdes genéticas na carcinogénese, a aplicagdo
destas nos estudos epidemioldgicos e implicacées para a prevengdo. Perscrutando o meio interno
dos individuos, a epidemiologia molecular e a genética representam um avango tanto para a
avaliagdo da exposi¢do, quanto para a detecgdo de individuos suscetiveis, e possuem imenso po-
tencial para ampliar a compreensdo dos mecanismos da carcinogénese e dos efeitos de fatores de
risco no cdncer. Entretanto, por serem necessariamente mais invasivas, essas abordagens reme-
tem a importantes questoes no campo da ética. A comunidade cientifica de satide piiblica e a so-
ciedade devem guardar vigildncia sobre os usos e aplicagdes deste novo conhecimento, avalian-
do seus desdobramentos a luz da bioética.

Palavras-chave Cdncer; Genética; Biologia Molecular; Epidemiologia Molecular; Métodos Epi-
demiologicos
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Introducéao

O objetivo da epidemiologia é identificar po-
pulacdes sob risco de desenvolver doencas e
propor acdes de prevencao e controle. O pro-
cesso de investigacdo epidemiolégica requer a
definicdo de medidas quantitativas de exposi-
¢do, bem como da doenca estudada e o uso de
algum método de associacdo dessas varidveis.
Para a caracterizacdo de populacdes com maior
risco de cancer, a epidemiologia deve operar
duas estratégias: obter evidéncias de exposicao
a agentes cancerigenos na populagao e detec-
tar individuos com maior suscetibilidade quan-
do expostos a esses agentes, seja por fatores
herdados ou adquiridos. A compreensdo da
etiologia dos tumores malignos, ainda desco-
nhecida apesar dos avancgos realizados na pes-
quisa em cancer nas ultimas décadas, prova-
velmente terd como base o melhor conheci-
mento das interagdes entre as diversas exposi-
¢Oes ambientais e os fatores genéticos ligados
a suscetibilidade individual (Vineis, 1998).

O céncer é considerado uma doencga genéti-
ca que ocorre por um actimulo de mutacoes nao
esperadas por recombina¢do mendeliana, em
virtude, principalmente, de exposicdo a agentes
genotéxicos do meio ambiente (Vogelstein &
Kinzler, 1998). Virtualmente, todos os tumores
tém anormalidades génicas ou cromossdomi-
cas. A célula cancerosa passa para sua progénie
mensagens sobre o comportamento celular ma-
ligno e € este fato que caracteriza o cdncer como
uma doenca letal (Mulvihill & Tulinius, 1987).

O enorme progresso realizado na drea da
biologia molecular nas décadas recentes mate-
rializa-se atualmente no Projeto do Genoma
Humano, uma proposta cooperativa entre cen-
tros de pesquisas da América do Norte, Europa
e Japao, cujo objetivo € determinar a seqiiéncia
completa do DNA do genoma humano (Ells-
worth et al., 1997). Em dezembro de 1999, foi
anunciado a primeira seqiiéncia completa de
um cromossomo humano — o cromossomo 22
(Dunham et al., 1999). Em Sao Paulo, a Funda-
¢do de Amparo a Pesquisa no Estado de Sdo
Paulo (FAPESP), juntamente com o Instituto
Ludwig de Pesquisa sobre Cancer, estd desen-
volvendo o Projeto Genoma Humano do Can-
cer, com a intenc¢do de gerar seqiiéncias de ge-
nes humanos envolvidas nesse processo, tendo
como base a andlise do RNA de certos tumores,
e, assim, contribuir com o esfor¢o mundial pa-
ra a determinacdo da estrutura completa do
genoma humano (Simpson, 1999). Esses avan-
cos tém profundas implicacées na pesquisa
epidemiolégica e deverdo acentuar-se no de-
correr do século XXI.
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Grande parte do conhecimento acumulado
no século XX sobre a etiologia das doencas nao
transmissiveis e sua prevencao pode ser credi-
tada ao aprimoramento dos estudos epidemio-
légicos para avaliar a exposi¢cdo de grupos po-
pulacionais a fatores de risco ambientais. O de-
senvolvimento de modelos estatisticos aplica-
dos a epidemiologia foi essencial nesse proces-
so, entretanto, gradativamente, a abordagem
da epidemiologia dos fatores de risco (Silva,
1990) atinge seus limites, mais diretamente li-
gados a causalidade do que propriamente a
formulacao de hipéteses etiolégicas. Apés a
identificacado de fatores ambientais com riscos
relativos expressivos, os epidemiologistas en-
frentam o impasse de riscos relativos ténues e
de dificil interpretagdo (Wynder, 1990). A pri-
meira reacdo para vencer tal obstdculo foi
aprofundar os procedimentos de anélise, atra-
vés de refinadas técnicas estatisticas computa-
dorizadas, mas que, em geral, produzem ga-
nhos de apenas poucos décimos no risco rela-
tivo (Kuller, 1999). Recentemente, os conceitos
da biologia e da genética molecular, assim co-
mo novas técnicas laboratoriais, vém-se inte-
grando aos métodos epidemiolégicos (Ells-
worth et al., 1997). Apesar das dificuldades ine-
rentes a reaproximacao de dreas hd muito dis-
tantes e com trajetérias independentes, este
movimento capitaliza as vantagens de integrar
perspectivas e experiéncias especificas, o que
poderd ampliar substancialmente a compreen-
sdo dos determinantes epidemiolégicos res-
ponsdveis pela variacdo da distribuicdo de
doencas nos individuos e nas populagdes.

A proposta deste trabalho é examinar como
o conhecimento da biologia molecular tem si-
do aplicado nos estudos epidemiolégicos, iden-
tificar os principais biomarcadores investiga-
dos na sua relagdo com cancer, analisar as difi-
culdades da integragdo dessas disciplinas, par-
ticularmente do ponto de vista dos epidemio-
logistas, e analisar os desdobramentos éticos
que advirao com a expansdo do conhecimento
da doenca no plano molecular.

Mecanismos da carcinogénese

As neoplasias caracterizam-se por longos pe-
riodos de laténcia, as vezes tdo longos quanto
cinco ou seis décadas. Experimentos com ani-
mais conduziram a um modelo que propée a
divisdo da laténcia em, pelo menos, dois estd-
gios: iniciacdo, no qual o agente cancerigeno
induz mutagdes e altera a velocidade da divi-
sao celular, e promocdo, estdgio sucessivo em
que o processo evolui até constituir-se num tu-



mor observdvel. Neste processo, a célula se mo-
difica e, tornando-se cancerosa, expande-se
com desenvolvimento andmalo formando uma
coldonia de descendentes denominada clone
(Squire et al., 1998).

Evidéncias epidemioldgicas e genéticas su-
gerem um processo de multiestdgios na carci-
nogénese (Pitot, 1996). Os modelos epidemio-
légicos procuram associar o tipo de carcinége-
no e sua acdo em diferentes estdgios da carci-
nogénese com fatores individuais, como a ida-
de e a dose e duracdo da exposicdo (Day &
Brown, 1980; Vainio et al., 1992). Os cancerige-
nos seriam, assim, classificados como agentes
que podem afetar estdgios precoces ou tardios
da carcinogénese. Um carcinégeno atuando
em fases precoces da carcinogénese produz
efeito retardado, em relacdo tanto ao aumento
da incidéncia de cancer, seja no inicio ou mes-
mo no decorrer da exposicdo, como a diminui-
cdo desta incidéncia apds a exposicdo ter ces-
sado. De forma andloga, quando um estdgio
tardio da proliferacéo celular é modificado pe-
la acdo de determinado carcinégeno, as respos-
tas, tanto ao inicio, quanto a cessacdo da expo-
sicdo, sdo mais rapidas (Pitot, 1996). Na prati-
ca, entretanto, a dificuldade em mensurar a ex-
posicdo e determinar a dose do carcinégeno
que atinge o tecido alvo pode dificultar tais in-
terpretacoes (Vainio et al., 1992).

Genética e cancer

Incorporando conhecimentos da biologia mo-
lecular e da genética, a epidemiologia mantém
seus objetivos originais, porém adquire forca
para obter uma melhor compreensao da etio-
logia e da patogénese de doencas, subsidiando,
assim, mais efetivamente, o planejamento de
estratégias de prevencdo (Ellsworth et al., 1997;
Khoury, 1998). No final dos anos 70, a epide-
miologia genética emergiu como disciplina for-
mal (Khoury, 1998). Nos anos 80, outro campo
delineou-se na epidemiologia — a epidemiolo-
gia molecular (Schulte & Perera, 1993).

A concentracdo familial de casos de cancer
tem sido descrita como fator de risco para can-
cer (Browson et al., 1997; Hemminki & Vaitti-
nen, 1998; Tokuhata & Lilienfeld, 1963; Wiinsch
Filho et al., 1995). Esse risco, sugere-se, pode-
ria ser decorrente de mutacoes herdadas em
genes promotores ou supressores de cancer,
associadas ou ndo a capacidade individual de
metabolizar substancias potencialmente carci-
nogénicas. Polimorfismos de enzimas metabo-
lizadoras de substancias carcinogénicas sao
geneticamente determinados e é provdvel que

BIOMARCADORES MOLECULARES EM CANCER

sejam os mecanismos explicativos da variabili-
dade interindividual de suscetibilidade a expo-
sicdo a agentes cancerigenos (Harris, 1987).

Pelo método de andlise de segregacao, foi
observado um padrao de heranca co-dominan-
te em familias com céncer de pulméao, com os
tumores tendendo a desenvolverem-se em uma
idade mais precoce nos membros de familias
com individuos afetados pela doenca (Sellers
et al., 1990). Gauderman & Morrison (2000),
pesquisando individuos que morreram de can-
cer de pulmaéo e os parentes destes de primei-
ro-grau, confirmaram esse fato. Os autores es-
timaram que a proporc¢ao de pessoas com can-
cer de pulmao portadoras de um locus autos-
somico dominante excede a 90% para indivi-
duos com idade abaixo de sessenta anos. A
proporcdo diminui para aproximadamente
10% dos casos cujo inicio da doenca se deu aos
oitenta ou mais anos de idade. Essas observa-
¢Oes ddo suporte a hipétese da presenca de um
locus genético de suscetibilidade para o cancer
de pulmao.

A identificacdo molecular de mutacdes e
polimorfismos genéticos traduz-se para a sau-
de publica como possibilidade de caracteriza-
¢do da suscetibilidade individual ao cancer,
podendo no futuro conduzir a novas perspecti-
vas para a prevencao e o diagnéstico precoce,
bem como para o aconselhamento genético e o
desenvolvimento de terapéutica génica. Do
ponto de vista da pesquisa, representa obter
estimativas mais abrangentes dos riscos, em-
bora nao signifique a gera¢cdo de novas hipéte-
ses etioldgicas para o cancer (McMichael, 1994).

Métodos da epidemiologia genética
e molecular

Os métodos da epidemiologia genética alicer-
cam-se, de um lado, nos modelos cldssicos da
pesquisa genética, com base em associagoes
entre incidéncia da doenca em diferentes gru-
pos étnicos, concordancia do evento entre gé-
meos monozigéticos quando comparados a di-
zig6ticos, verificacdo da incidéncia da doenca
nos demais membros da familia e associacao
da doenca com sintomas observados em sin-
dromes diversas (Wyszynski, 1998). Por outro
lado, fundamentam-se nos desenhos epide-
miolégicos, como estudos transversais, caso-
controle e coortes. Khoury (1998) confere par-
ticular atencao a utilidade dos estudos caso-
controle na pesquisa em epidemiologia genéti-
ca. Abordagens epidemiolégicas néo tradicio-
nais tém sido incorporadas crescentemente na
pesquisa genética, a exemplo dos estudos res-
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tritos a casos, cujos controles sdo definidos
dentro do grupo de casos (Yang et al., 1999), e
dos estudos de casos utilizando parentes como
controles (Flanders & Khoury, 1996).

Técnicas de epidemiologia molecular indu-
zem adaptagdes nos desenhos epidemiolégi-
cos para ajustd-los a logistica de coleta de ma-
terial biol6gico. Tém sido propostos os estudos
de transicao, para estabelecer a ligacdo entre
os experimentos laboratoriais e a epidemio-
logia de base populacional, caracterizar a va-
riabilidade intra e interindividual dos biomar-
cadores, avaliar a viabilidade do uso de deter-
minado marcador nas condi¢des de pesquisa
de campo e otimizar o uso de biomarcadores
(Schulte & Perera, 1993, 1997).

Biomarcadores moleculares

Qualquer tentativa de sistematizar uma classi-
ficagdo dos biomarcadores moleculares serd
inevitavelmente simplificada e estard sempre
distante de apreender o verdadeiro papel que
cada alteracdo molecular exerce na carcinogé-
nese. Os biomarcadores tém sido categoriza-
dos em trés tipos principais: de exposicao, de
suscetibilidade e de resposta. Os biomarcado-
res de exposicdo correspondem a expressio de
um agente ambiental ou de seus metabdlitos
no meio interno dos individuos. Os de susceti-
bilidade indicam individuos mais ou menos
propensos a desenvolver cancer quando ex-
postos a substancias cancerigenas. Os biomar-
cadores de efeito ou de resposta indicam alte-
ragoes presentes em tumores; sao tardios e per-
mitem avaliar o prognéstico da doenca. Na Fi-
gura 1, formula-se a apresentacdo sucinta des-
ses biomarcadores.

Biomarcadores de exposicdo

A compreensao dos mecanismos da carcinogé-
nese depende, pelo menos em parte, da andlise
laboratorial dos efeitos de um agente particu-
lar na molécula de DNA e nas células. Por ou-
tro lado, avaliar a contribuicdo de um agente
isolado em estdgios particulares da carcinogé-
nese pode ser dificil, pois interacdes podem
ocorrer entre substancias quimicas e outros fa-
tores, tais como virus, radiacao e, possivelmen-
te, componentes endégenos. Portanto, o co-
nhecimento dos mecanismos de carcinogéne-
se serd sempre, hipoteticamente, incompleto
(Vainio et al., 1992).

O mecanismo pelo qual agentes quimicos e
seus metabdlitos cancerigenos causam muta-
¢Oes genéticas tem sido intensamente investi-
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gado nas duas ultimas décadas. O vinculo en-
tre quimicos e a molécula de DNA se déd pela
formacao de ligacoes covalentes denominadas
adutos (Toniolo et al., 1997). Grande nimero
de adutos foram identificados, incluindo os
formados pelos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), as aminas aromadticas e os
compostos nitrosos. Os adutos HPA-DNA tém
sido os mais estudados e, juntamente com os
anticorpos desses adutos encontrados no soro
humano, constituem-se em titeis marcadores
da dose biologicamente efetiva da exposicdo a
esta substancia nos locais de trabalho, a exem-
plo de sidertirgicas, em ambientes poluidos de
cidades ou no tabagismo (Perera et al., 1988,
1992; Philips et al., 1988).

A razdo de mensurar adutos carcinégeno-
DNA para avaliar exposicado é baseada na supo-
sicdo de que a formacao de adutos possa ser
responsdvel por mutacdes em genes criticos
para a carcinogénese, se o reparo do DNA nao
ocorrer antes da divisdo celular. Esse racioci-
nio depende de um modelo causal que envolva
os adutos, as mutagdes e a inducdo de tumor
(Wild & Pisani, 1997). Mutagdes em genes en-
volvidos no processo da carcinogénese obser-
vadas em tumores de animais geralmente sao
consistentes com o tipo esperado de aduto no
DNA decorrente da exposicdo a um quimico
especifico (Greenblatt et al., 1994). Contudo,
em geral, o nivel de adutos no DNA reflete a ex-
posicdo passada recente e ndo a mais remota
(Montesano, 1990), fato que representa um
obstdculo para a compreensdo dos mecanis-
mos da carcinogénese quimica, mas, por hipé-
tese, individuos expostos cronicamente tém
maior probabilidade de falhas nos mecanis-
mos de reparo do DNA. Todavia, nao h4, ainda,
evidéncias experimentais da seqiiéncia: forma-
¢do de adutos, mutagdo e ocorréncia de tumor
(McMichael, 1994).

Os adutos carcinégeno-DNA podem ser eli-
minados por sua instabilidade quimica e pela
acdo de enzimas responsdveis nos processos
de reparo do DNA (Skipper & Tannenbaum,
1990). A variabilidade interindividual da susce-
tibilidade humana aos cancerigenos depende
ndo apenas do estado nutricional e de satde
do hospedeiro, incluindo doencas pré-existen-
tes, mas fundamentalmente da capacidade de
reparo do DNA. Esse mecanismo tem intrinse-
carelagdo, também, com a competéncia gené-
tica individual de sintese de enzimas ativado-
ras ou de detoxificacdao de substancias canceri-
genas (Vainio et al., 1992).

A identificacao a priori do risco aumentado
para o desenvolvimento de cancer pode ser fei-
ta, ainda, mediante testes de mutagenicidade,
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BIOMARCADORES MOLECULARES EM CANCER

Abordagens da epidemiologia na pesquisa em cancer.
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que visam avaliar a incidéncia de mutagodes
cromossOomicas em populacdes expostas, com-
paradas a grupos-controle. Entre os testes com
aplicacdo no homem, destacam-se a andlise ci-
togenética de linfécitos periféricos e a pes-
quisa de microntcleos em linfécitos ou em
epitélios de descamacao (Carrano & Natarajan,
1988; Fenech et al., 1999). As mutacdes ou
aberracdes cromossdmicas envolvem modifi-
cacdes na estrutura e no nimero de cromosso-
mos, que podem ser identificadas ao micros-
copio 6tico. Esse teste € considerado um indi-
cador de genotoxicidade extremamente sensi-
vel (Hagmar et al., 1994). Pesquisas epidemio-
légicas recentes confirmaram uma maior inci-

déncia de cancer em individuos que apresen-
tavam, cerca de 15 anos antes do aparecimento
da doencga, aumento na freqiiéncia de aberra-
¢oes cromossdmicas em linfécitos, indicando
haver efeito mutagénico semelhante no tecido
alvo (Hagmar et al., 1998). Todavia, os autores
nao conseguiram estabelecer a contribuicao
efetiva de diferentes hdbitos de vida e da ocu-
pacado no aumento da freqiiéncia de aberra-
¢bes cromossOmicas e do conseqiiente apare-
cimento de cancer.

Exposi¢des ocupacionais, ingestdo de al-
cool, tabagismo e dieta parecem influir na inci-
déncia de aberracdes cromossdmicas (Barale
et al., 1998; Gonsebatt et al., 1997; Hagmar et
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al., 1994). O consumo crénico de bebidas al-
codlicas tem sido relacionado a diferentes ti-
pos de cancer (Jensen et al., 1996) e com o au-
mento, estatisticamente significante, na fre-
qiiéncia de linfécitos com aberracdes cromos-
sdmicas numeéricas e estruturais (Obe & Ander-
son, 1987). Isso ocorre mesmo apos longos pe-
riodos de abstinéncia sugerindo uma acdo do
dlcool na capacidade de reparo celular e nas
funcoes oxidativas da célula (Gattds & Salda-
nha, 1997; Matsushima, 1987).

Os efeitos mutagénicos resultantes do uso
de tabaco apresentam resultados contradit6-
rios. Embora alguns autores tenham observado
aumento na freqiiéncia de aberragdes cromos-
sOmicas estruturais em fumantes, resultados
negativos também foram documentados (Au et
al., 1998; Perera et al., 1987; Reuterwall, 1990).
A técnica de citogenética com hibridizacdo in
situ por fluorescéncia, FISH (Fluorescence In Si-
tu Hybridization), vem se mostrando util na
deteccdo de aberracdes cromossdmicas que
ocorrem em baixa freqiiéncia. Por meio dessa
técnica de citogenética molecular observou-se
aumento significativo na freqiiéncia de trans-
locagdes cromoss6micas em fumantes (Confor-
ti-Froes et al., 1998; Van Diemen et al., 1995).

Outro teste que também avalia alteracdes
citogenéticas € o teste do microntcleo (MN).
Répido e econdmico, vem sendo aplicado para
a avaliacdo de populacdes humanas expostas a
agentes mutagénicos e carcinogénicos (Heddle
etal., 1991). Os MN sdo identificados na inter-
fase de células em divisdo e se apresentam na
forma de pequenos corpusculos citoplasmati-
cos. Correspondem a fragmentos acéntricos re-
sultantes de dele¢cdes cromossémicas ou cro-
mossomos inteiros que se atrasam durante a
anéfase da divisao celular. O exame de MN em
células epiteliais, primeiramente descrito por
Stich & Rosin (1984), permite a observacao di-
reta do tecido alvo, por exemplo da boca, e re-
laciona-se a exposi¢ao ao dlcool, tabagismo e
aditivos alimentares, entre outros (Fenech et
al., 1999; Ramirez et al., 1999).

Biomarcadores de suscetibilidade

Para dado nivel de exposi¢do a um carcinége-
no, somente parte dos individuos expostos de-
senvolverd cancer. A maior parte das substan-
cias potencialmente carcinogénicas requerem
ativacdo metabdlica no organismo antes de se
tornarem efetivamente cancerigenas. A susce-
tibilidade individual ao cancer parece depen-
der, em parte, da capacidade, determinada ge-
neticamente, de metabolizar e eliminar essas
substancias do organismo de forma eficiente.
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Evidéncias apontadas em diferentes estudos
indicam que intimeros sistemas genéticos de
controle e modulacdo do metabolismo enzi-
matico de xenobiéticos parecem estar envol-
vidos na génese de diferentes tipos de cancer
(d’Errico et al., 1999; Taningher et al., 1999). Os
polimorfismos metabdlicos que tém sido asso-
ciados de forma mais consistente ao aumento
do risco de cancer incluem o citocromo P450
(Kato et al., 1994), a glutationa S-transferase e
a N-acetil-transferase (Antilla et al., 1995; Hir-
noven et al., 1993).

As reacdes catalisadas por essas enzimas
sao divididas basicamente em duas fases. As
enzimas da familia do citocromo P450 (CYP)
sao classificadas como da fase I de metaboliza-
¢do e parecem estar diretamente relacionadas
ao processo de ativacdo de grande parte dos
xenobidticos. Na fase II, ocorre a transforma-
¢do dos xenobidticos em produtos hidrossold-
veis e de facil excrecdo, principalmente pela
acdo das enzimas glutationa-S-transferase
(GST) e N-acetil-transferase (NAT) (Awasthi et
al., 1994).

Diferencas na freqiiéncia de determinados
alelos enzimadticos foram observadas entre po-
pulacgdes de origens étnicas diversas (Arruda et
al., 1998; Lin et al., 1994; Stephens et al., 1994).
Um exemplo é verificado na enzima CYP2D6.
Enquanto a freqiiéncia de individuos pobres
metabolizadores situa-se entre 5% e 7% em po-
pulacdes caucaséides, nos chineses correspon-
de somente a 1% da populacdo (Wolf & Smith,
1999). Diferencas semelhantes explicariam, em
parte, a incidéncia maior ou menor de deter-
minados tumores em diferentes grupos popu-
lacionais.

O polimorfismo de um ou mais genes que
codificam para estas enzimas levam ao aumen-
to da ativacdo de carcinégenos ou diminuem a
capacidade de inativd-los (ou ambas situa-
¢oes), e € provavel que individuos portadores
desses polimorfismos tenham risco aumenta-
do de cancer quando expostos a cancerigenos.
O gene CYPIAI é de critica importancia para o
metabolismo do benzopireno, um hidrocarbo-
neto policiclico aromdtico. Polimorfismos des-
te gene tém sido associados a canceres de pul-
mao, esO6fago, cabeca e pescoco (Kawajiri, 1999).
No Brasil, Sugimura et al. (1994), em estudo na
populacao do Rio de Janeiro, ndo identificaram
relacdo entre polimorfismo do gene CYPIAI e
carcinoma broncogénico. Em publicacdo pos-
terior, os autores relataram um outro polimor-
fismo do mesmo gene, conhecido como Ile-
Val, devido a substituicao da isoleucina por va-
lina, o qual estaria associado a cancer de pul-
mao (Hamada et al., 1995).



A reducdo na atividade das GST altera a de-
toxificacao dos HPA e tem sido associada ao
cancer de pulmao (Seidegard et al., 1986). Es-
tudo de meta-andlise que combinou dados de
12 estudos caso-controle, a delecdo de GSTM1
foi associada com aumento de 40% no risco de
cancer de pulmio (McWilliams et al., 1995).
Também foi observado o efeito modificador das
mutacgoes GSTM1 e NAT2 na associagao entre
asbesto e mesotelioma (Hirnoven et al., 1995).

As enzimas NAT estdo envolvidas nas rea-
¢Oes de ativacdo e inativacdo de numerosos xe-
nobiéticos. Nos humanos, os genes NATI e
NAT?2 sao responsdveis pela atividade da N-ace-
til-transferase. Alelos polimérficos dos NATI e
NAT?2 foram detectados e poderiam estar mo-
dificando a suscetibilidade individual ao can-
cer (Hirnoven, 1999). O nivel de atividade das
NAT2 determina as taxas de detoxificagdo ou
ativacdo das aminas aromadticas. Ensaios para
tipagem de fenétipos ou gendétipos tém sido
usados para classificar individuos em acetila-
dores rdpidos ou lentos (Ambrosone et al.,
1996). Um estudo genético examinou trés poli-
morfismos do NAT2 responsdveis por cerca de
90% a 95% do fendtipo acetilador lento (com
dois ou mais alelos mutantes) e indicou um au-
mento do risco de cancer entre mulheres na
pés-menopausa, acetiladoras lentas e fuman-
tes de vinte ou mais cigarros por dia, tanto en-
tre as que tinham este padrdao de consumo hd
dois ou hd vinte anos. A andlise por magos/ano
indicou um risco aumentado de cancer de ma-
ma, cerca de trés vezes, entre mulheres na pés-
menopausa, acetiladoras lentas e fumantes de
mais de 365 macgos/ano de cigarros. Os autores
do estudo observaram que, embora o risco de
cancer de mama estivesse aumentado com o
total de anos de tabagismo, a intensidade pare-
ceu ser mais importante do que a duragao para
o risco (Ambrosone et al., 1996). Esse potencial
efeito dos polimorfismos NAT como modifica-
dores de respostas individuais a exposicdo a
agentes ambientais foi também mostrado por
outros dois estudos. O genétipo NAT2, acetila-
dor lento, foi relacionado com o aumento do
risco de mesotelioma (Hirnoven et al., 1996), e
o genétipo NAT1, com alta atividade, aumen-
tou o risco de cancer de pulmao relacionado ao
tabaco (Bouchardy et al., 1998). Portanto, as
evidéncias do efeito dos polimorfismos NAT
sdo contraditérias e ndo permitem conclusodes
definitivas sobre o seu papel na génese do can-
cer (Hirnoven, 1999).

Os dados disponiveis em muitas situacdes
levam a interpretacdes confusas. Um exemplo
é dado pela hip6tese de uma relacdo entre o
controle genético do metabolismo da debriso-

BIOMARCADORES MOLECULARES EM CANCER

quina, um agente anti-hipertensivo, e o risco
de cancer de pulmao. A enzima CYP2D6 meta-
boliza esta e outras substancias. Sua atividade
é determinada pela razdo de metabolizacao:
administracdo de debrisoquina e excrecao de
4-hidroxi-debrisoquina pela urina. Os indivi-
duos sao classificados em dois fenétipos bdsi-
cos: grandes (extensive metabolizers) ou pobres
metabolizadores (Wolf & Smith, 1999). Os pri-
meiros estudos do efeito da metabolizacao da
debrisoquina revelaram risco seis vezes maior
de cancer de pulmao entre os individuos clas-
sificados como grandes metabolizadores, quan-
do comparados a individuos pobres metaboli-
zadores (Ayesh et al., 1984; Caporaso et al.,
1990). Estudos subseqiientes sobre este tépico
revelaram riscos mais modestos (Amos et al.,
1992; Wolf et al., 1992) ou auséncia de evidén-
cias do excesso de risco de cancer de pulmao
relacionado ao gendtipo responsavel pelo me-
tabolismo da debrisoquina (Shaw et al., 1995).
Esses resultados contraditérios dificultam acei-
tar a participacao do polimorfismo do gene
CYP2D6 na causalidade do cancer de pulmao
(Wolf & Smith, 1999).

As variacoes detectadas nos riscos obtidos
em diferentes estudos de polimorfismos gené-
ticos podem ser a expressao de fatores como a
prevaléncia do polimorfismo investigado, va-
riacoes na acurdcia dos métodos laboratoriais
empregados e tamanho da populacdo em estu-
do. Estd bem estabelecido que vieses podem
ser causados pelas variacdes da sensibilidade e
especificidade do teste de acordo com a preva-
léncia do fator de risco estudado, interferindo
no cdlculo do risco (Rothman et al., 1993). Em
sintese, as evidéncias epidemiolégicas dos efei-
tos dos polimorfismos de suscetibilidade po-
dem, no atual estdgio das pesquisas, ser aceitas
apenas como sugestivas mas nao como deter-
minantes no processo de carcinogénese.

Biomarcadores de efeito

Na maioria dos canceres, tém sido identifica-
das mutacdes em seqiiéncias de DNA em loci
cromossOmicos especificos (Blot & Fraumeni,
1996). As classes de lesdes do DNA incluem ba-
sicamente as perdas ou delecdes, substituicao
de pares de bases, insercées, amplificacoes,
duplicacoes, inversoes e translocagdes (Green-
blatt et al., 1994). N3o estd claro se tais altera-
¢Oes sdo causa ou conseqiiéncia de cancer. De
fato, a histéria natural da doenga parece envol-
ver ndo uma, mas vdarias mutagoes genéticas.
O gene p53 estd localizado no brago curto
do cromossomo 17 e codifica para uma protei-
na nuclear de 53.000 daltons, razdo da designa-
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¢do p53, com importante funcao reguladora do
ciclo celular. As mutacdes no p53 sdao eventos
genéticos freqlientemente observados em va-
rios tipos de cancer em humanos e relaciona-
dos com o agente ambiental envolvido (Green-
blatt et al., 1994). O processo de génese tumo-
ral estd intimamente associado a reproducido
celular, ou seja, aos mecanismos que regem o
ciclo celular. Para que a cada ciclo duas célu-
las-filhas idénticas sejam geradas, é necessdario
que ocorra duplicacao e subseqiiente segrega-
¢ao dos cromossomos e demais componentes
da célula. Cromossomos sao replicados numa
fase conhecida como S (sintese) e segregados
para as células-filhas na fase M (mitose) do ci-
clo celular. Esse processo ocorre de forma con-
tinua, passando de G1-S-G2-M, sendo G1 e G2
(gap 1 e 2) fases que antecedem os periodos de
sintese e divisao celular. O controle do ciclo ce-
lular é feito basicamente por intermédio de
proteinas que atuam nas fases G1 e G2, acio-
nando mecanismos de reparo ou interrompen-
do o processo de divisdo celular quando detec-
tam mutac¢des no material genético. Grande
parte dos genes supressores tumorais sintetiza
proteinas com funcdes de regulacao do ciclo
celular, as quais, quando ausentes ou inefi-
cientes, podem contribuir para a evolucao de
clones de células tumorais. O p53 é uma das
proteinas que controla o ciclo celular, durante
a fase G1, retardando o processo de divisdo pa-
ra que ocorra o reparo ou mesmo impedindo a
divisao celular através de apoptose (morte ce-
lular). Por outro lado, mutacdes no gene p53
induzem a formacdo de proteinas alteradas
que nao conseguem interromper o processo de
divisao celular e, sem tempo suficiente para
que ocorra o reparo do DNA, a célula carrega o
dano para as divisoes subseqiientes possibili-
tando a formacao dos tumores (Harris, 1993).

A andlise do espectro de mutacdes no p53
em determinada exposi¢do ambiental pode ser
util para identificar fatores envolvidos na etio-
patogénese do cancer. Mutacdes do p53 no
cancer de pulmao foram relacionadas com ex-
posicdes ocupacionais nas industrias petroqui-
mica e metalirgica e na exposicdo ao niquel
(Harty et al., 1996). A prevaléncia de mutacgdes
do gene p53 nos tecidos neopldsicos varia de
acordo com o sitio anatémico do tumor, de 0%,
em tumores de testiculos e da hipoéfise, a mais
de 50%, nos tumores de pulmao e célon (Green-
blatt et al., 1994).

Além de mutacdes no p53, presente em cer-
ca de 20% dos tumores de mama, alteragoes
em outros dois genes supressores de tumor,
BRCA1I e BRCA2, tém sido identificadas e con-
ferem aumento da suscetibilidade a doenca nas
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mulheres de familias portadoras, de acordo
com um padrdao mendeliano de hereditarieda-
de (Moll et al., 1992). Mulheres portadoras de
mutacdo herdada BRCAI tém a suscetibilidade
aumentada para o cancer de mama, e mais de
70% deverdao desenvolver a doencga até os se-
tenta anos de idade. A presenca de mutacgoes
no p53 também é indicativo de pior progndsti-
co da doenca (Perera, 1996).

Com relacdo ao proto-oncogene ras, a fre-
giiéncia de mutacdes em diferentes tumores é
da ordem de 20% a 35%. A concepc¢do atual é
que as mutacdes do ras e do p53 sdo eventos
comuns no cancer que nem sempre ocorrem
independentemente (Greenblatt et al., 1994).
Os pacientes portadores de cancer de pulmao
com mutacdes ras tém sobrevida menor do
que aqueles com auséncia da mutacgao (Rode-
nhuis & Slebos, 1990; Westra et al., 1993).

No atual estdgio de conhecimento dos me-
canismos celulares do cancer de pulmao, can-
cer dos mais estudados na sua dindmica mole-
cular, sugere-se que as mutagoes ras estariam
mais ligadas ao adenocarcinoma, tipo histol6-
gico com vinculo menos intenso com o tabaco.
Ja os polimorfismos CYP e GST parecem ter
maior prevaléncia em tumores epidermoéides,
tipo histolégico mais relacionado ao tabagis-
mo (Caporaso & Landi, 1994; Slebos et al.,
1991). Entretanto, separacoes rigidas sdo pou-
co produtivas, pois alguns estudos tém mostra-
do que mutacoes ras também parecem ser di-
retamente causadas pela exposi¢do aos carci-
négenos presentes no tabaco (Rodenhuis &
Slebos, 1992), e ja foram identificadas relacoes
entre tabagismo, polimorfismos CYPIAI e ade-
nocarcinoma do pulmao (Nakachi et al., 1995).

Aspectos éticos na epidemiologia
genética e molecular

Intiimeras questdes éticas emergem nesse con-
texto de desenvolvimento da biologia molecu-
lar. Algumas dizem respeito a pesquisa epide-
miolégica per se e aos individuos envolvidos.
Outras sdo mais amplas, pois repercutem na
prépria vida das pessoas (Hossne, 1998). Em
relacao ao primeiro grupo de questdes, deve-se
considerar que até o advento dos progressos
recentes da biologia molecular, a pesquisa epi-
demioldgica avaliava as exposi¢des ambien-
tais, restringindo-se, na prdtica, a aplicacdo de
questiondrios e, em algumas poucas situagdes,
a execucao de avaliacdes ambientais. Com o
crescente uso das técnicas moleculares nos es-
tudos epidemiolégicos, o que se busca agora é
também obter mensuracdes de exposicdo no



meio interno dos individuos — doses internas —
ou marcadores de suscetibilidade individual
(Hunter & Caporaso, 1997).

Uma vez definidos, tais biomarcadores po-
deriam ser utilizados, por exemplo, para a sele-
¢do de individuos no mercado de trabalho. Hi-
poteticamente, a disponibilidade dessa tecno-
logia poderia submeter os trabalhadores du-
rante o processo de selecdo a avaliagbes quan-
to a sua condicdo de portadores de determina-
dos polimorfismos genéticos. Os resultados
destes exames indicariam os mais aptos e me-
nos propensos a desenvolver a doenca quando
expostos a cancerigenos especificos presentes
no ambiente de trabalho. Obviamente, nessa
situacao, haveria um contingente de margina-
lizados do mercado de trabalho por sua incom-
peténcia genética herdada (Rothenberg et al.,
1997; Soskolne, 1997).

O impacto social futuro desses novos co-
nhecimentos ¢ dificil de ser dimensionado, mas
a sociedade deve buscar tanto desenvolver me-
canismos de controle, quanto fomentar discus-
sdes sobre os aspectos éticos da utilizagao des-
sas novas técnicas e conhecimentos cientificos.
Um processo de consulta piblica conduzida
pelos institutos nacionais de satide dos Esta-
dos Unidos concluiu que os representantes da
populacgdo no parlamento tém poucas dificul-
dades para absorver os aspectos essenciais da
ciéncia para a discussdo de questdes éticas em
pesquisas com seres humanos (Anonymous,
2000). Nos paises em desenvolvimento, esse
cendrio talvez seja um pouco diferente, mas a
busca para tornar a populagao cientificamente
mais educada deve fazer parte dos objetivos da
construcao de uma sociedade democrdtica.

Conclusodes

A aplicacao dos biomarcadores na epidemiolo-
gia deverd se acentuar nos préximos anos, em-
bora intmeras questdes estejam ainda sem
resposta, incluindo: problemas de mensuracao
de exposicdes mais remotas; dificuldades de
saber o que o biomarcador estd avaliando; pro-
babilidade de ocorréncia de confundimento em
algumas situacoes; desconhecimento da rela-
¢do entre processo da doenca e o nivel de bio-
marcadores; problemas de validade das men-
suracoes laboratoriais; falta de clareza sobre a
aplicacao dos biomarcadores para as politicas
de satde publica (Pearce & Boffetta, 1997).

O viés de confundimento é uma preocupa-
¢do em todos os estudos epidemiolégicos, in-
cluindo aqueles que se utilizam de biomarca-
dores. Os biomarcadores de exposi¢cdo podem
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ser importantes para o exame de potenciais
vieses de confundimento. O erro de classifica-
¢ao de uma variavel confundidora, entretanto,
impede o controle de confundimento. Assim,
em um estudo caso-controle com informacoes
sobre exposicdo obtidas por questiondrios, os
biomarcadores poderiam ser usados para vali-
dar as informacdes conseguidas em um sub-
grupo de participantes (casos e ndo-casos). Por
outro lado, o uso de biomarcadores de exposi-
¢do nao reduz a necessidade de controle para a
confusdo de varidveis e, eventualmente, po-
dem introduzir confundimento no estudo. Por
exemplo, os trabalhadores em um estudo epi-
demiolégico ocupacional podem ser classifica-
dos de acordo com os niveis de adutos HPA-
DNA, mas isto ird indicar a exposicao total de
HPA de todas as fontes, inclusive tabagismo.
Portanto, os efeitos dose-resposta poderao es-
tar confundidos pelo consumo de cigarros, e o
grupo classificado como com alta exposicdo
aos HPA pode apresentar um maior risco de
cancer de pulmao, mas ndo como decorréncia
da exposicao aos HPA, mas sim por causa de
outros carcinégenos presentes no tabaco (Pear-
ce & Boffetta, 1997).

Os biomarcadores de suscetibilidade per-
mitem a oportunidade de identificar intera-
¢Oes entre fatores genéticos e ambientais (Hir-
noven et al., 1993; Jourenkova-Miranova et al.,
1998). Além disso, definidos na cadeia causal,
estes biomarcadores podem identificar nas po-
pulacdes os subgrupos com maiores riscos de
desenvolver a doenca, permitindo interven-
¢Oes mais eficazes e mecanismos de avaliacao
mais adequados (McMichael, 1994).

Algumas mutacgoes, como os genes BRCAI e
BRCA2, tém importancia limitada sobre o risco
atribuivel de cancer (significancia preditiva)
decorrente da baixa prevaléncia na populagao.
Também os polimorfismos genéticos apresen-
tam, em geral, prevaléncia restrita na popula-
¢do. A pequena fracao atribuivel de cancer de-
corrente destas alteracdes moleculares pode
levar a conclus6es com vieses. Diferencas na
freqiiéncia de polimorfismos tém sido detecta-
das entre diferentes grupos étnicos e popula-
¢Oes, provavelmente como decorréncia de ex-
posicoes a carcinégenos especificos ou de ca-
racteristicas genéticas herdadas (Greenblatt et
al., 1994). A melhor compreensao da associa-
¢do entre cancer, exposicdes ambientais e bio-
marcadores de suscetibilidade em determina-
da regido geogréfica depende do conhecimen-
to da distribuicdo na populacao de genes me-
tabolizadores de xenobiéticos (Conforti-Froes
et al., 1998). Na cidade de Sao Paulo, os poli-
morfismos génicos CYP2EI e GSTM1 foram es-
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tudados em diferentes grupos populacionais e
os resultados mostraram menor freqiiéncia de
delecdo do gene GSTM1 em mulatos, quando
comparados aos demais grupos (Gattds & Soa-
res-Vieira, 2000).

As epidemiologias molecular e genética
nao se emancipardo do modelo cldssico da epi-
demiologia, pois a obtencao de conclusdes va-
lidas exige seguir principios bem estabelecidos
que regem a investigacdo epidemioldgica: sele-
¢ao apropriada de casos e ndo-casos, controle
de varidveis de confundimento e adequado ta-
manho de amostras para detectar diferencas
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importantes (Greenblatt et al., 1994; Vineis et
al., 1999). Para que a histéria natural do cancer
e de outras doencas seja melhor compreendida
serd necessdria a aproximacao de epidemiolo-
gistas e bidlogos moleculares, procurando
compatibilizar linguagens e métodos de pes-
quisa que sdo distintos. Nos paises com lide-
ranca em pesquisa cientifica, essa aproxima-
¢do j4 é realidade, e grupos hibridos trabalham
ativamente em diversos projetos. No Brasil, as
iniciativas de aproximacao sdo ainda timidas,
mas seguir essa trajetoria plena de duvidas e
desafios serd inevitavel.
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