O cincer € uma das doengas mais comuns e graves vistas na medi-
cina clinica. As estatfsticas mostram que algummnas formas de cincer
atacarn mais de um terco da populagfo e contribuem com mais de
20% de todas as mortes, sendo a doenga responsavel por mais de
10% do custo total com cuidados médicos nos paises desenvolvi-
dos. O céncer € invariavelmente fatal, se nfio for tratado. O diag-
ndstico precoce e o tratamento imediato s30 vitais, e a identificaciio
de pessoas em risco aumentado de cneer antes de seu desenvolvi-
mento é um objetivo importante das pesquisas do céncer.

Neste capitulo, destacaremos que o cdncer € fundamentalmen-
te uma doenga genética (boxe). Descreveremos os tipos de genes
implicados em iniciar o cAncer e 0s mecanismos pelos quais a dis-
funcio destes genes pode resultar na doenca. Descreveremos va-
rias sindromes de cancer herdado e demonstraremos como o co-
nhecimento de sua patogenia iluminou a base do cincer em geral.
Também descreveremos alguns dos desafios especiats que tais sin-
dromes apresentam para a genética médica e a consulta genética.

BIOLOGIA DO CANCER

O cncer ndo € uma doenga Ynica, mas sim um nome usado para
descrever as formas mais virulentas de neoplasia, nm processo
de doenga caracterizado por uma proliferaciio celular descontro-
lada, que leva a wma massa oo tumor (neoplasma). Para um
neoplasma ser um cancer, entretanto, ele tem que adicionalmen-
te ser maligno, o que significa que seu crescimento n&o € mais
controlado e o tumor € capaz de invadir os tecidos vizinhos ou
se espalhar (disserinar-se por metastase) para sitios mais dis-
tantes, ou ambos. (Os tumores que nio fazem metdstase ndo sdo
cancerosos, mas sao chamados de tumores benignos, embora seu
tamanho e localizagiio possam tornéd-los tudo, menos benignos,
para o paciente.) Existem trés formas principais de cncer: os
SArcoInas, nos quais o tumor surgiu em tecido mesenguimal, tal
como osso, miisculo ou tecido conjuntivo; os carcinomas, que
se originam no tecido epitelial, tal como as células que revestem
0 intestino, os brénquios ou os dutos mamdrios; e as malignida-
des hematopoéticas e linféides, tais como as lencemias e os lin-
fomas, que se espalham pela medula Gssea, pelo sisterna linfati-
co e pelo sangue periférico. Dentro de cada um dos grupos prin-
cipais, os tumores sZo classificados de acordo com o local, o tipo
de tecido, o aspecto histologico e o grau de malignidade.

A neoplasia, um actmulo anormal de células, ocorre em de-
corréncia de um desequilibrio entre a proliferacdo celular e o ami-
to celular. As células proliferam a medida que passam pelo ciclo
celular e sofrem mitose, enquanto o atrito, devido 2 morte celu-

Genética e Cancer

“. A Base Genética do Cancer

1. Independente do céncer ocorrer esporadicamente em
uma pessoa ou repetidas vezes em muitas pessoas de
uma familia como uma caracteristica heredit4ria, o cin-
cer ¢ uma doenca genética.

2. Diferentes tipos de genes foram implicades em iniciar o
processo do cncer. Eles incluem genes codificantes de:
* proteinas das vias de sinalizagio para a proliferacio

celuiar;

* componentes do citoesqueleto envolvidos na manu-
tengio da inibi¢Bo por contato;

* reguladores do ciclo mitético;

componentes da maquinaria de morte celular pro-

gramada;

* protefnas responsédveis pela deteccio e pelo reparo
de mutagdes.

1. Diferentes tipos de mutagdes sfo responsdveis por cau-
sar o céncer. Isto inclui:

* mutacGes ativadoras de ganho de fungdo de um ale-
lo de um proto-oncogene;

* perda de fungao de ambos os alelos ou mutagio ne-
gativa dominante de um alelo de um gene supressor
tumoral;

* translocagdes cromossdmicas que causam mé ex-
pressiio de genes ou criam genes quiméricos que co-
dificam proteinas que gantharam novas propriedades
funcionais.

4 Uma vez iniciado, o clncer evolui pelo aciimulo de
danos genéticos adicionais por meio de mutagdes ou si-
lenciamento epigenético dos genes que codificam a ma-
quinaria celular que repara o DNA danificado e man-
tém a normalidade citogenética

lar programada, remove as células de um tecido por meio de um
processo normal de fragmentagio do DNA e suicidio celular cha-
mado de apoptose (Fig. 16.1).

BASE GENETICA DO CANCER

s processos de divisao e morte celular sio regulados por uma grande
gama de genes. Amplas pesquisas realizadas durante as dltimas
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Fig. 16.1 Estagios da evolugao do cincer Os graus crescentes de anomalia estdo associados & perda seqiiencial de genes supressores
tumorais de vérios cromossomos e 4 ativacdo de proto-oncogenes. com ou sem um defeito concomitante na reparo do DNA Por exem-
pio, o cancer esporddico com defeitos de reparo no DNA é menos comum que os canceres sem reparo anormal. mas, quando presente,

Célula .
normal..

L
v

Pode incluir mutagdes em genes de reparo do DNA

pode se desenvolver juntamente com uma via diferente, mas paralela, levando ao ponto final comum da malignidade

décadas revelaram que as mutagdes nos genes que controlam a pro-
liferacdo e a morte sdo responsdveis pelo cdncer. Na maioda dog
cénceres, as mutacfes ocorrem em uma tinica célula somdtica, que
entdo se divide e continua se desenvelvendo no cincer. Mais rara-
mente, quando o cincer ocorre como parte de uma sindrome de
cancer hereditario, as mutacGes iniciais causadoras de cincer sio
herdadas por meio da linhagem germinativa e, portanto, ji estfio
presentes em cada célula do corpo. Por ambos os mecanismos, urna
vez iniciado, o cdncer evolui pelo actimulo adicional de danos ge-
néticos por meio de mutagdes nos genes que codificam a maquina-
ria celular que repara o DNA danificado e mantém a normalidade
citogenética. Os danos a estes genes produzem uma caseata pior de
mutagGes em um nimero crescente de genes que controlam a proli-
feragdo celular e o reparo aos danos no DNA. Deste modo, o clone
original de células neopldsicas pode evoluir em vérias sublinhagens
de graus variados de malignidade, cada uma carregando um con-
junto de mutagSes que sio diferentes das mutacdes de outras
sublinhagens, mas a elas se superpSem A Fig. 16,1 ilustra um para-
digma geral que, embora mais bem elucidado no caso do ciincer de
cblon (ver mais adiante neste capitulo), provavelmente se aplica a
muitos dos cinceres, se nfio a maioria. E um modelo conceitual iitil
que fornece uma estrutura para considerar o papel das mudangas
genéticas no cincer, como destacaremos ao fongo deste capitulo.
E dtil separar 08 genes envolvidos no cincer em duas categori-
as distintas: 0s oncogenes e 03 genes supressores tumorais (Fig,

Crescimento celular
¢ proliferacéo

"t

16 2). Os oncogenes s8o mais comumente alelos mutantes (“‘ati-
vados”) de uma classe de genes celulares normais conhecidos como
prote-oncogenes, mas também podem ser genes tais como as que
codificam telomerase ou genes blogueadores de apoptose (ver
adiante). Os oncogenes em geral se devem a mutaces de ganho
de fungdo (ver Cap. 11) que facilitam a transformacio maligna por
mecanismos {ais como o estimulo da proliferaciio, o aumento de
suprimento de sangue para o tumor e a inibicao da apoptose. Os
genes supressores tumorais, como o nome indica, blogueiam o
desenvolvimento de um tumor regulando o crescimento celulat
A perda de fun¢do das proteinas codificadas pelos genes
supressores tumnorais leva a uma divisio celular descontrolada e
ao crescimento celular anormal ou apoptose deficiente.

As mutagdes ocomrem continuamente durante a divisdo celular
{ver Cap. 6), € 05 oncogenes e 05 genes supressores tumorais em
geral ndo sio inerentemente mais mutdveis que 0§ OUtros genes.
O que torna as mutages no cincer diferentes de outras mutagGes
€ a forte seleglio positiva para a proliferagiio celular ou sobrevida
causada pelas mutagBes. E exatamente o fen6tipo de uma célula
cancerosa, sua proliferagéio descontrolada e excessiva, que permite
que uma célula mutante se desenvolva em uma doenca que ame-
aga a vida. Em contraste, as mutagdes que fazem com que uma
célula dentre muitas perca a fungiio ou morra ndo tém efeitos
fenotipicos porque a perda da célula é mascarada pela grande
rnatoria de células sauddveis em um drgio ou tecido.

Morte celular
programada

i

Cncogenes ativados  Genes supressores tumorals  Genes apoptdticos  Genes antiapoptéticos
Genes Genes de
protetores  manuten¢ic
{gatekeepers) (caretakers)
Exemplos RET RB1 MSH2 FAS 8cL2
SRC TP53 MLH1 Telormerase
Telomerase

Fig. 16.2 Esquema geral para mecanismos de oncogénese pela ativagdo de prote-oncogene. mutacio ou perda de genes supressores
tumorais. ativagio de genes antiapoptéticos ou perda de genes pré-apeptdtices O efeito dos genes que acentuam um processo & mos-
trado come . enquanto o efeito dos genes que suprimem um processo € mostrado como — A divisdo celular e a proliferacio sdo es-
timuladas (-+) pelos produtos dos proto-oncogenes Alguns genes supressores tumorais regulam diretamente a fungao dos pioto-
oncogenes {genes protetores -~ gatefeepers) Outros atuam mais indiretamente, mantendo a integridade e corrigindo as mutactes duran-
te a replicagdo do DNA e a divisdo celular (genes de manutengio — caretakers) A ativagdo de um gene antiapoptético permite um acdmu-
lo excessivo de células, enquanto a perda da fungfio de genes apoptéticos tem o mesmo efeito A ativacio dos oncogenes ou genes
antiapoptdticos é dominante e requer apenas um tnico alelo mutante A agio dos genes supressores tumorais & recessiva Quando
ambos os alelos sdo mutados ou perdidos. o crescimento celular é desregulado ou a integridade gendmica é comprometida A perda de
genes pré-apoptdticos pode ocorrer pela perda de ambos os alelos ou por uma mutagio dominante negativa em um alelo
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Céncer nas Familias

Muitas formas de céncer tém uma incidéncia mais alta em pa-
rentes de pacientes que na populagio em geral. Mais proeminente
entre estas formas familiares de cincer sdo os quase 50 distirbi-
os mendelianos nos quais o risce de cincer € muito alto (Quadro
16.1), o que indica que algumas mutacBes de cincer em um tni-
¢o gene podem ser fatores que contribuern de modo predominante
para a causa da doenga. Extensos estudos epidemioldgicos mos-
traram, entretanto, que algumas familias t8m um risco acima da
média de cincer, mesmo na auséncia de um padriio mendeliano
6bvie. Por exemplo, uma incidéncia avmentada de céncer, na
faixa de duas a tr8s vezes, foi observada em parentes de primei-
1o grau de probandos, o que sugere gue muitos cinceres sio ca-
racteristicas complexas que resultam tanto de fatores genéticos
quanto ambientais (ver Cap. 15). Assim, uma histéria familiar
de clncer em um parente de primeiro ou segundo grau de um
paciente deve fazer com qué o médico suspeite de aumento do
risco de cincer no paciente.

Embora as pessoas com uma forte predisposigdo hereditdria ao
chncer provavelmente representem menos de 5% de todos os pa-
cientes com cincer, a identificacfio de uma base genética para sua
doenga temn grande importincia tanto para o ratamento clinico
destas familias quante para a compreensio do cincer em geral.
Primeiro, os parentes das pessoas com fortes predisposices, que
com mais freqiiéncia se devem a mutagSes em um dnico gene,
podem receber z oferta de testes e consulta genética, para a tran-
giiilidade apropriada ou o monitoramento mais intenso e a tera-
pia, dependendo dos resultados dos testes, Segundo, como é o caso
em muitas doengas comuns, a compreensio das formas heredits-
rias da doenga nos dé informac@es cruciais sobre os mecanismos
da doenca que vio além das préprias formas hereditdrias. Se é
preciso uma série de mutagles para que uma malignidade se de-
senvolva (ver a Fig. 16.1}, se esperaria que uma mutagio herdada
em qualquer um dos genes crticos tivesse wm forte impacto na
predisposigio dos portadores ao cincer, podendo contribuir para
uma parte substancial de todos os cinceres. Os portadores de tais
genes poderiam contribuir para uma vasta maioria de cinceres que
nio sdo reconhecidos como “familiares™.

ONCOGENES

Um oncogene é um gene mutante cujo funcionamento ou expres-
sa0 alterada resulta em uma estimulacio anormal da divisdo ce-
lular e proliferagfio. As mutacfes ativadoras podem ser no pré-
prio oncogene, em seus elementos reguladores ou mesmo em seu
ntmero de cépias gendmicas, levando a um funcionamento
desregulado ou hiperexpressio do produta oncogénico. Os
oncogenes tém um efeito domindnte no nivel celular. Isto &, quan-
do ativado ou hiperexpresso, um tinico alelo mutante é suficien-
te para mudar o fenétipo de uma célula de normal para maligno.

Sindromes Hereditarias Devidas
a Oncogenes Ativados

ADENOMATOSE ENDOCRINA MULTIPLA, TIPO 2

A adenomatose endécrina miltipla, tipo 2 (MEN2), em seu tipo
mnais comum de variante A, & um distirbio autossdmico dominante
caracterizado por uma alta incidéncia de carcinoma medular da ti-
redide (um tumor produtor de tirocalcitonina de células parafoli-
culares da tiredide) que em geral, mas nem sempre, estd associa-
do ao feocromocitoma ou aos adenomas paratireSideos benignos,

ou ambos. A variante mais rara tipo B, chamada de MENZ2B, apre-
senta, além dos tumores vistos nos pacientes com MENZA, um
espessamento dos nervos e ¢ desenvolvimento de tumores neurais
benignos, conhecidos como neuromas, na superficie da mucosa
da boca e dos 1dbios. As mutagBes responsdveis por MENZ 30 no
gene RET, que codifica um receptor de tirosina cinase que serve
como receptor para dois ligandos, o fator de crescimento deriva-
do da linhagem celular glial (gdnf} e neurturina, e € o mesmo gene
implicado na doenca de Hirschsprung (ver Cap. 15). Os recepto-
res de tirosina cinase transduzem urn sinal externo, tal como a
associagdo do ligando do receptor, sofrendo uma mudanca
conformacional, tal como wma dimerizaciio. A mudanga
conformacional no receptor ativa uma atividade intifnseca de
cinase que fosforila outras protefnas celulares, iniciando assim uma
cascata de mudancas nas interagdes protefna-protefna e DNA-pro-
teina, bem como na atividade enzimdtica de muitas proteinas. Em
oposicio is mutacSes de perda de fungdo em RET encontradas na
doenca de Hirschsprung, as mutacfes RET emn MEN2A e MENZB
sdo mutagdes de ponto especificas, que ativam o receptor e fazem
com que ele fosforile tirosinas mesmo na auséneia de ligagio de
gdnf ou neurturina. As pessoas que herdam uma mutagfo ativadora
em RET tém uma chance de aproximadamente 60% de desenvol-
ver carcinoma medular sintomatico da tiredide, embora testes mais
sensivets, tais como os testes sanguineos para tirocalcitonina ou
catecolaminas urindrias sintetizadas por feocromocitomas, sejam
anormais em mais de 90% dos heterozigotos para MENZ.

CARCINOMA RENAL PapILAR HEREDITARIO

Compreendendo cerca de 15% de todos os neoplasmas de célula
renal, 0s carcinomas renais papilares contém hastes vasculariza-
das de tecido conjuntivo circundando as células neoplésicas. Em
algurnas familias, o carcinoma renat papilar € herdado como uma
caracterfstica autassbmica dominante decorrente de uma mutacdo
no gene para MET, outroreceplor de tirosina cinase. Como em RET
na MENZ, as mutagGes em MET no carcinoma renal papilar here-
ditdrio (HPRC) sio mutag@es ativadoras que fazem com que o
receptor funcione como uma firosina cinase ativa, mesmo na au-
séncia de seu ligando normal, o fator de crescimento do hepatéeito.

CLONALIDADE E ESPECIFICIDADE TISSULAR DA
ADENOMATOSE ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 2 E DO
CARCINOMA RENAL PAPILAR HEREDITARIO

Embora saibamos a partir da natureza hereditéria do carcinoma
medular da tiredide e do HPRC que as mutagdes em RET ou MET
sdo a causa subjacente dos clinceres, nem todas as células para-
foliculares da tireide ou células papilares renais tornam-se de
fato cancerosas, o que indica que os préprios oncogenes nio sdo
suficientes para causar a doenca. Qutras mutagGes genSmicas e
cromossdmicas ocorrem, tais como a perda de uma parte do cro-
mossomo 1p nos carcinomas medulares tireoideanos na MENZA
€ a trissomia do 7 devida & duplicagio do cromossomo 7 porta-
dor de oncogene MET ativado em tecido de carcinoma renal no
HPRC. Estes eventos secunddrios surgem em multiplos sitios nas
células individuais, cada um dos quais entdo se divide e se de-
senvolve em um twmor que se origina de urma Unica célula e €,
portanto, dito comso sendo clonal.

Tanto RET quanto MET sdo expressos em muitos tecidos do
corpo e sio necessdrios, no caso de RET, para um desenvolvi-
mento embriondrio normal dos ginglios autdnomos e dos rins €,
no caso de MET, para o desenvolvimento normal do figado, dos
mdsculos e da placenta. Ainda € totalmente desconhecido por que
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Sindomes de G

Heranca Mendelia

Heranca Auntossémica Dominante — Oncogene Ativado

Tumor Céanceres Associados ¢ Localizagdo Fungéo Proposta do
Sindrome Primdrio QOurras Caracteristicas Gene  Cromossémica Produto Génico
Neoplasia Céncer medular Feocromocitoma tipo 2A, RET 10g11.2 Receptor transmembranar de
enddcrina da tiredide hiperplasia da tirosina cinase para fator
mutltipla 2 paratiredide tipo 2B, neurotrofico derivado de
feocromocitoma, linhagem celular glial
hamartomas de mucosa
Carcinoma renal Cincer de célula MET 7931 Receptor transmembranar de
papilar renal fator de crescimento de
hereditdrio hepatéeito

Heranga Autessémica Deminante — Perda de Gene Supressor Tumoral

Retinoblastoma
familiar

WAGR

Von Hippel-
Lindan

Carcinoma
nevoide de
céiula basal

Doenga de
Cowden

Peutz-Jeghers

Melanoma
familiar

Neurofibromatose,
tipo 1

Neuroftbromatose,
tipo 2

Polipose
adenomatososa
familiar

Cancer gdstrico
familiar

Retinoblastoma

Turmor de Wilms

Céncer renal
{célula ciara)

Céncer de célula
basal da pele

Ciéncer de mama,
cincer de
tiredide
{folicular)

Cincer
gastrintestinal

Melanoma

Neurofibromas

Neuromas
acdsticos,
meningiomas

Cancer colorretal

Cincer géstrico

Osteossarcoma

Sindrome de genes
contiguos incluindo
genitdlia ambigua e retazdo
mental

Feocromocitornas, angiomas
retinais, hemangioblastomas

Cistos mandibulares,
depressies palmares ¢
plantases, meduloblastoma,
fibromas ovarianos

Pélipos intestinais

Cincer testicular, ovariano

Céncer pancredtico, nevi
displdsicos, molas atipicas

Neurofibrossarcomas, tumores
cerebrais

(liomas, ependimomas,
mesotelioma

Tumores duodenais e géstricos,
anomalias de retina, osteomas
de mandibula e tumores
desmdideos, meduloblastoma,
glioblastoma {sindrome de
Turcot)

RBI 13g14 3 Ciclo celutar e regulador
transcricional

Wrl 1ipl3 Repressor de transcrigio

VHL 3p25 Regulador de transcriciio de
RNA

PICH 9q223 Receptor ransmembranar de
sinalizagiio pela molécula
hedgehog

PTEN 10g23.3 Fosfatase de proteinas e
lipidios

STK1 190133 Cinase proteica de serina/
treonina

CDENZ 9p21 Inibidor de CDK4 e CDKS6,
cinases que promovemn a
transiglo de G, para a fase S
do ciclo celular

CDK4 12q14 Cinase proteica que sinaliza
divisdio celular

NFI 17q11 2 Regulagiio de proteinas G
tipo RAS

NF2 22q122 LigagZo entre proteinas da
mermbrana e citoesqueleto
celular

APC 5q21-q22 Regulacio de S-catenina, um
componente do citoesqueleto
celular

CDHI 16q22 E-cadering, envolvida na adesdo

celular

continua
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QUADRO 16-1 (Continuag:’t‘o}

Smdromes de Cancer Famihar com Heranga Mendeliana

Heranq_a Autossonuca Dominante — Perda de Gene Supressnr Tumoral (cofmmmg:ao)

Tumor Cdnceres Associados e Localizagdo Fungdo Proposta do
Sindrome Primdrio Chutras Caracteristicas Gene  Cromossémica Produto Génico
Neoplasia Tihota péncr‘eética Hiperplasia da paratiredide, MENI 11gl13 Desconhecida
enddcrina adenomas hipofisirios

miiltipla, tipo 1

Heranca Autossimica Dominante — Perda de Genes de Reparo do DNA

Li-Fraumeni Sarcomas, cincer Tumores cerebrals, levcemias IP53 17p131 Fator p53 de transcrigio que

de mama

Céncer de mama Cancer de mama Ciincer ovariang
farniliar, tipo 1

responde a danos no DNA para
induzir apoplose

BRCAI 17921 Reparo de quebras
bifilamentares no DNA?

Céncer de mama Céncer de mama (Cncer pancredtico, cincer de BRCAZ 13q12 Reparo de gquebras
familiar, tipo 2 mama em homens hifilamentares do DNA?
Cancer hereditdrio  Cancer colorretal Cincer endometrial, ovariano, MSH2 2p22-pil Reparo de mau pareamento
colorretal hepatobiliar e de bexiga, MLHI 3p2l de bases do DNA Mantém a
nido-polipose ghioblastoma (sindrome de PMSLI 2g31.1 estabilidade de repeticbes
Turcot) PMSL2 Tp22 simples em tandem do DNA
MSHE 2plé

Heranca Autossdmica Dominante — Interferéncia na Apoptose

Sindrome Linfornas de Intensa linfadenopatia e
linfoproliferativa Hodgkin e esplenomegalia, anemia
auto-imune ndo-Hodgkin hemolitica e

trombocitopenia

INFRSF6  10q24.1 Receptor que transduz sinal

(FAS) apoptético de ligando fas
INFSF6  1g23 ligando fas
(FASL)

Heranga Autossémica Recessiva — Integridade Anormal do Genoma

Ataxia Linfoma Degeneragio cerebelar, ATM 11q22-g23  Reparo do DNA
telangiectasia esterilidade
Bloom Tumores sélidos Imunodeficiéncia, baixa BLM 15261 DNA helicase?
estatura, anomalias
pigmentares, sensibilidade
ao sol, infertilidade,
instabilidade cromossdmica
Xeroderma Cincer de pele Sensibilidade ao sol, XFB 2q21 Componentes da maquinaria de
pigmentoso (total hipogonadismao, XPD 19g13 reparo de DNA envolvida na
de sete grupos retardo mental ocastonal XPA 9g22.3 excisio e no reparo de danos
complementares, e newrodegeneracio XPC 3p2s de luz ultravioleta
designados de A XPF 16q13
aG Todosos 7 XPE I1pll-pl2
genes foram XPG 13q33
clonados)
Anemia de Fanconi  Leucemia Pancitopenia, hipoplasia do FANCA 16g24.3 Componentes da maquinaria de
{total de 8 grupos osso radial/polegar, FANCC 9g223 reparo do DNA
de instabilidade cromossfmica, FANCD 3p253
complementagio, ocasionais anomalias FANCE 11pl15
A-H) cardfacas e renais

as mutagOes ativadoras na linhagem germinativa nestes dois
proto-oncogenes resultam em cinceres particulares de tipo his-
toldgico distinto restrito a tecidos especificos, pois outros teci-
dos nos quais o oncogene é expresso nio desenvolvem turnores.
Talvez nestes tecidos nos quais o oncogene é expresso a ativa-
¢do de RET ou MET néo confira uma vantagem de crescimento.

Ativacdo de Oncogenes no
Cancer Esporadico

Muito antes da descoberta das sindromes de cdncer hereditario
decorrentes de heranga autossdmica dominante de proto-
oncogenes ativados, muitos oncogenes mutados, incluindo RET



e MET, tinham sido identificados em cénceres esporddicos. Es-
tes oncogenes foram descobertos usando-se um poderoso teste
conhecido como transformacio mediada por DNA (Fig 16 3).
O DNA humano, extraido e purificado de linhagens celulares de
céncer esporddico, foi introduzido em uma linhagem celular de
camundongo ndo-tumorigénica em cultura, para gerar coldnias
de células que foram transformadas, isto €, que tinham adqui-
rido propriedades tumorigénicas. O DNA contendo uma parte do
DNA tumorigénico, incluindo o oncogene responsdvel, foi iso-
lado de uma coldnia de células de camundongo transformadas,
transferido novamente para as células de camundongo nio-

&

Transferéncia de DNA

DNA ganomico de
tumor humano

Coldnla de células
fransformadas

Celuias de camundongo
nag-transformadas com
inibiggo de contato
DNA Isolado de colénia tnica
de células transformadas

Coldnia de células
transtormadas

Transferéncia de DNA

Calénla de céiulas
transformadas

Transferéncia de DNA

. Clonar e selecionar DNA
~humano usando sondas
da repeticio Alu

Fig. 16.3 Triagem de transformacdo mediada por DNA. © DNA de
alte peso molecular de uma linhagem celular tumoral € aplicado a
uma camada de células de camundongo nio-transformadas & as
células sdo induzidas & captar o DNA Aparecem algumas coldnias
de células transformadas Uma tnica coldnia € isolada, seu DNA é
isolado e o processo de aplicagdo do DNA 4s células de camundon-
go ndo-transformadas é repetido Apds alguns ciclos, o dnico DNA
humano dentro de uma célula transformada serd o DNA contende
um oncogene ativado presente na linhagem celular tumoral original
As segli@ncias de repetic&o especilicas de humanos (tais como Alu)
podem ser usadas para identificar e clonar as seqiiéncias de DNA
humano contendo o oncogene ativado de uma biblioteca gendmica
feita de DNA das células transformadas de camundongo
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tumorigénicas e as coldnias transformadas foram identificadas.
Este processe foi repetido até que, eventualmente, o tnico DNA
humano presente nas células transformadas era o pequeno seg-
mento contendo o oncogene humano ativado derivado inicial-
mente da linhagem celular de cincer humano. Usando a repeti-
¢d0 Alu especifica de humanos (ver Cap. 3) como sonda de
hibridizacdo, os cientistas puderam identificar e clonar o DNA
gendmico humano codificante do oncogene transformante de
uma biblioteca feita a partir da célula transformada de camun-
dongo (ver Cap. 4).

Ummn dos primeiros oncogenes ativados descobertos pelo teste
de transformacfo foi um gene RAS mutante derivado de uma li-
nhagem celular de carcinoma de bexiga. RAS codifica uma de
uma grande familia de proteinas de ligaco de guanosina trifos-
fato (GTP) (as proteinas ). As proteinas G servem como in-
terruptores moleculares “liga-desliga” que ativam ou inibem as
moléculas seguintes quando ligadas a GTP, mas terminam seu
efeito quando o TP ligado € clivado em guanosina difosfato
(GDP) por uma ativade enzimdtica GTPase intrinseca. O
oncogene ativado e sua contraparte normal proto-oncogene di-
ferem em apenas um \inico par de bases. A alteracfio, uma muta-
¢édo de ponto em uma célula somdtica do tumor, leva A sintese de
uma proteina ras anormal que € capaz de sinalizar continuamen-
te, mesmo na auséncia de GTP ligado, para estimular o cresci-
mento da linhagem celular, transformando-a, assim, em um tu-
mor. As mutacdes de ponto RAS sfo observadas em muitos tu-
mores, & os genes RAS foram desmonstrados experimentalmen-
te como sendo ¢ alvo mutacional de carcindgenos conhecidos,
um achado que apéia um papel dos genes mutados RAS no de-
senvolvimento de muitos cinceres.

Hoje em dia, mais de 50 oncogenes humanos (e, portante, seus
prote-oncogenes normais) ja foram identificados com base nos
estudos de transformagiio de DNA com DNA gendmico de tumo-
res humanos. Os exemplos de alguns destes oncogenes sio dados
no Quadro 16.1 Os vérios papéis das muitas classes de proto-
oncogenes na regulacio do crescimento sio ilustrados na Fig. 16.4.

ATIVACRO DE ONCOGENES FOR
TRANSLOCACAD CROMOSSOMICA

A mutagdo génica € apenas um dos virios mecanismos que po-
dem induzir a ativaciio de proto-oncogenes (Quadro 162) Em
alguns casos, um proto-oncogene é ativado por uma mutagéo cro-
mossOrnica, em geral por translocagio (Quadro 16.3). Mais de 40
translocacfies cromossmicas oncogénicas foram descritas, prin-
cipalmente em leucernias esporddicas e linfornas, mas também em
alguns raros sarcomas de tecido conjuntivo. Em alguns casos, 05
pontos de quebra das translocagdes sdo dentro dos introns de dois
genes, produzinde, assim, uma proteina quimérica com proprie-
dades novas (ganho de funcdo), que sfo oncogénicas. O exemplo
mais bem conhecido € a translocagfio entre os cromossomos 9 e
22 que € vista na lencemia mieldide cronica (CML}. Em outros, a
translocacio ativa um oncogene colocando-o em seguida a um forte
promotor constitutivo que pertence a outro gene Dois exemplos
bem conhecidos sfo a translocac@io entre os cromossomos 8 e 14,
no linfoma de Burkitt, e a translocagio enveolvendo o cromosso-
mo 18, no linfoma de céluias B.

Leucemia Mieléide Cronica. Na CML, a anomalija cito-
genética vista, o chamado cromossomo Philadelphia (Ph'), éo
produto de uma translocagfo entre os cromossomos 9 e 22 (Fig,
16 5) A translocagio move o proto-oncogene ABL, uma tiro-
sina cinase, de sua posiciio normal no cromossomo 9q paraa
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Fig. 16 .4 Transduc&o de sinais e reguiagdo do crescimento pelos
produtos dos proto-oncogenes. ¢lassificados por sua jocalizacic e
funcionamento na célula A desregulagio de um prota-oncogene
pode levar a uma transformag&o maligna 1. Fatores de crescimen-
to secretados. tais como o fator de crescimento embrionério (EGF)
e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) 2. Recep-
tores especificos para fatores de crescimento secretados. tais como
RET 3. Protefnas citoplasmdticas de transducdo de sinal, tais como
a protefna G cadificada por RAS e a cinase proteica codificada por
ABL. 4. Protefnas nucleares. tais como o fator de transerigdo codi-
ficado por MYC que se liga a0 DNA e modifica a transcricio

“regido do ponto de guebra” do gene (BCR), um gene de fun-
¢do desconhecida no cromossomo 22¢ A justaposicdo das se-
giiéncias BCR e das segiiéncias ABL permite a sintese de uma
proteina quimérica que € maior que a proteina abl normal e tem
um aumento de atividade de tirosina cinase. Embora a fungio
das protefnas abl e ber normais ainda nfio esteja clara, o aumento
de atividade de tirosina cinase da nova proteina codificada pelo
gene quimérico € o evento primério causador da leucemia cré-
nica.

Linfoma de Burkitt. O linfoma de Burkitt é um tumor de
células B da mandibula gue tem uma distribui¢io geografica
incomum: € o tumor mais comum em criancas da Africa equa-
torial, mas € raro em outras partes. Na maioria dos tumores deste
tipo, o proto-oncogene MYC é translocado de sua posicio cro-
mossdmica normal em 8924 para uma posigiio distal ao locus
de cadeia pesada de imunoglobulina em 14g32. Citogenetica-
mente, isto € visto como uma aparente translocagio balancea-
da 8;14 A translocagdo supostamente coloca o acentuador ou

QUADRO 16-2

outras seqliéncias ativadoras de transcrico, normalmente as-
sociadas aos genes de imunoglobulina, perto do gene MYC.
Apoiando esta hipétese estd o achado de que outras transloca-
¢Oes observadas em uma menor propoigio dos casos de linfo-
ma de Burkitt envolvem a translocagio dos genes de cadeia leve
de imunoglobulina nos cromossomos 22 ou 2 perto do gene
MYC (ver Quadro 16.3). Em ambos os casos, estas transloca-
gOes t&m claramente um efeito importante no gene MYC, per-
mitindo sua expressdo desregulada e resultando em um cresci-
mento celular descontrolado. A fungo da proteina myc ainda
nio € totalmente conhecida, mas parece ser um fator de trans-
crigio com poderosos efeitos na expressiio de vdrios genes
envolvidos na proliferago celular, bem como na expressio da
telomerase (ver discussio mais adiante).

Linfoma de Célula B Folicular. A apoptose, ou moste ce~
lular programada, € um processo normal, no gual as células sio
induzidas a sofrer uma forma estereotipada de suicidio carac-
terizada por fragmentagio de DNA celular e ativagio de uma
familia de proteases de cisteina, conhecidas como caspases,
dentro das células. A apoptose tem um papel crucial no desen-
volvimento normal. E parncularmente proen‘unen{e no desen-
volvimento do sistema imune, no qual a grande maioria dos lin-
fécitos em desenvolvimento deve ser destrufda para se prote-
ger contra células que poderiam reagir a antigenos da prépria
pessoa. A hiperexpressdo de uma proteina antiapoptética nas
linhagens de linfdcitos pode resultar em uma grande expansio
das populagdes de linfécitos, contribuindo, assim, para a pato-
genia do linfoma.

O primeiro gene apoptético implicado no cncer foi identifi-
cado no linfoma esporadico de células B. Em quase todos os iin-
fomas de células B do tipo folicular, um gene, o BCL2, situado
em 18¢21, foi encontrado ativado por uma translocagio cromos-
somica t(14;18), que coloca o gene sob um forte promotor &
acentuador do gene de cadeia pesada de imunoglobulina situado
em 14g32. A proteina codificada por BCL2 é uma protefna da
membrana interna mitocondrial com poderosos efeitos
antiapopt6ticos nas células B. A expressdo prolongada e impré-
pria deste gene ativada pelo promotor de imunoglobulina resul-
ta emn uma intensa expansdo de células B, ndo em fungio de um
aumento de proliferagio, mas sim pelo fato da apoptose normal
destas células estar inibida

TELOMERASES COMO ONCOGENES

Um outro tipo de oncogene que foi recentemente descoberto é o
gene codificante da telomerase, uma transcriptase reversa res-
ponsdvel por aumentar os teldmeros nas pontas dos cromosse-
mos. O DNA ¢ uma estrutura bifilamentar, com os dois filamen-
tos correndo em sentidos inversos em relagio & estrutura

Mecanismo

Tlpo de Gene Ativado

Resultado

Mutagio reguladora
Mutagdo estrutural

Genes de fator de crescimento
Receptores de fator de crescimento,

Aumento de expressio ou secregio
Permite autonomia de expresséo

proteinas de transdugdo de sinal

Translocagdo, insercfo retroviral,
amplificagdo génica

Oncogenes nucleares

Hiperexpressio

De Miller D M., Blume § , Borst M, er af (1990) Oncogenes, malignant transformation, and modern medicine. Am J Med Sci 300:59-69
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Translocacoes Cromossémicas Caracteristicas om Mallgnidades Humanas Selecionadas

Neoplasia Translocagio Cromossémica 9% de casos Proto-oncogene Afetado
Linforma de Burkite t(8;14)(q24:q32) 80% MYC

t(8;22g24:g1 1) 15%

1(2;8)(q11:24) 5%
Leucemia mieldide crénica 1(9:22)(g34:q11) 90%-95% BCR - ABL
Leucemia linfocitica aguda Y9:22){q3d:qi 1) 10%-15% BCR - ABL
Leucemia linfobldstica aguda {(1;19)%q23:p13) gene homeobox FRL
Leucemia promielocitica aguda t15;17yq22;q1 1) receptor de dcido retindico
Leucemia linfocitica crénica 1{11;14Xq13:q32) 10%-30% BCL-1
Linfoma folicular t{14;18)(q3%:q21) BCL-2

Basezdo em Crace C. M. (1987} Role of chromoseme translocations in human peoplasia, Cell 49:155-156; Park M, van de Woude G ¥ (198%) Oncogenes: Genes
associated with neoplastic disease. [n Scriver C. R, Beaudet A L, Sly W. S, Valle D. (eds) The Molecular and Metabolic Bases of Inherited Bisease, 6.* ed
McGraw-Hill. New York, pp 251-276; Nourse 1, Mellentin I. D, Galili N. et af (1990} Chromesomal translacation 1(1;19} results in synthesis of a homeobox
fusion mRINA. that codes for a potential chimeric transcription factor. Cell 60:535-543; Borrow J., Goddard A D, Sheer D., Solomon E. {1990} Molecular analysis
of acute promyelocytic leukemia breakpoint chuster region on chromosome 17 Science 249:1577-1580

fosfodiéster (ver Cap. 3). Assim, um dos filamentos (chamado
de “filamento lagging”) na forquilha de replicagdo deve repli-
car-se descontinuamente, porque a DNA polimerase s6 pode
adicionar 3 ponta 3’ de um filamento de DNA em crescimento.
A célula faz a sintese do filamento descontinuo sintetizando frag-
mentos de DNA a partir da ponta 3’ dos primers de RNA que
siio complementares ao DINA situado em 5’ da forquilha. A re-
plicagdo do filamento quando sua poata 5° estd no teldmero,
entretanto, € um problema, porque nio hd DNA para servir como
molde para os primers de RNA além da ponta do cromossomo.
Nestas condigdes, a cada rodada de replicagio, o filamento
lagging nio pode se replicar até a ponta do cromossomo, € o te-
16mero fica cada vez mais curto. A manutengio dos telémeros

Ph'

Fig. 16.5 Atranslocagdo no cromossemo Philadelphia, 49:22)(q34.q1 1}
O cromossomo Philadelphia (Ph'} é o cromossomo derivativo 22, que
trocou parte de seu brago longo por um segmento do cromossomo 9q
que contém o oncogene ABL A formagio de um gene quimérico BCR-
ABL no cromossomo Ph! € o evento genético critico no desenvolvimen-
to da leucemia mieldide cronica

durante a divisfo celular € o trabalho de uma ribonucieoproteina
especial, a enzima telomerase, que usa seu proprio RNA como
molde para a adi¢io de umn DNA repetitivo nos teldmeros. Es-
pécies diferentes tém repetigdes diferentes em seus teldmeros,
Nos hiimanos, a telomerase adiciona uma repetigdo de DNA
hexamérica, TTAGGG (Fig. 16 6).

Nas células germinativas humanas, os teldmeros contém cer-
¢a de 15 kb de repeticiio hexamérica telomérica. Durante o de-
senvolvimento, & medida que as células se diferenciam, o funci-
onamento da telomerase declina e os teldmeros se encurtam, le-
vando finalmente a uma perda de aproximadamente 35 pares de
bases de DNA de repeticfio telomérica a cada divisio celular
Ap6s centenas de divisdes celulares, as pontas dos cromossomos
ficardo danificadas, e os genes situados perto dos telémeros po-
dem ser deletados. O dano ao DNA, por sua vez, faz com que as
células parem de se dividir e entrem em G, do ciclo celular por
meio da via de p53 e Rb1 (ver a préxima secfio). Foi sugerido
que a senescéncia celular, a incapacidade das células normais
dividirem-se indefinidamente em cultura, pode ser uma manifes-
tagdo da perda de funcfo da telomerase.

Em contraste, a expressdo da telomerase reaparece nas células
transformadas em cultura e em muitos tamores, acentuando, as-
$im, a capacidade das células tumorais de se proliferarem indefi-
nidamente. Em alguns casos, o surgimento da atividade de
telomerase resuita de mutagGes cromossbmicas ou gendmicas que
aumentam diretamente o funcionamento do gene de telomerase,
Em outros, a telomerase pode ser apenas um dos muitos genes cuja
expressdo € alterada por um oncogene transformante de fator de
transcrigiio, tal como MYC. Em qualquer um dos casos, o
reaparecimento da atividade de telomerase estd sendo usado como
um instrumento diagndstico para o cincer nas células obtidas por
bidpsia ou aspiragiio com agulha de lesdes cancerosas suspeitas
Ainda mais importante, o papel das telomerases e acentuar a
proliferag@o celular sugere que a inibigio da telomerase pode ser
um novo alve potencial significativo para o tratamento do cincer

GENES SUPRESSORES TUMORAIS

Enquanto as proteinas controladas por oncogenes promovem o
cineer, em geral por mutacdes de ganho de fungio ou pelo au-
mento ou expressdo impropria de um alelo do gene, existem
muitos outros genes nos quais as mutagdes contribuem para a
malignidade por um mecanismo diferente: a perda de fun¢io de
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Fig. 16.6 Diagrama da replicagao do teldmero e o papel da telomerase A, A seqliéncia de repeticio hexamérica encontrada nas pontas
teloméricas de cromossomas humanos B e C. Uma forquitha de replicacio que tenta replicar o telémero O fragmento de Okazaki {seta
vermelfia) permite a replicago de quase todo o cromossomo. menos da parte terminal do filamento lagging D e E. Telomerase. levando
seu ptéprio molde de RNA (5'-CUAACCCUAAC-3’). amplia o filamento lagging na ponta do cromossomo e permite a replicacio

ambos os alelos do gene. Tais genes sdo chamados de genes
supressores tumorais (ver Fig. 16.2). Os genes supressores tu-
morais sio altamente heterogéneos. Alguns sio verdadeiros su-
pressores tumorais, no sentido de que est3o diretamente envol-
vidos na regulagio do ciclo celular ou na inibigao do crescimen-
to pelo contato célula-célula. Os supressores tumorais deste tipo
foram chamados de genes protetores (gatekeepers), pois regu-
lam diretamente o crescimento celular. Outros genes, chamados

de genes de manutencio (caretakers), esto envolvidos em re-
parar danos ao DNA e manter a integridade genGmica. A perda
de ambos os alelos dos genes que estdo envolvidos em reparar
danos 20 DNA ou quebras cromossGmicas levam indiretamente
a0 clncer, pois permitem que mutactes secundérias adicionais
se acumillem em proto-oncogenes ou em outros genes supresso-
res tumorais. Os produtos de muitos genes supressores tumorais
foram isolados e caracterizados (Quadro 16 4). Como os genes



supressores tumorais e seus produtos sio por natureza proteto-
1es contra o céncer, espera-se que a compreensio deles eventu-
almente leve a métodos methores de terapia anticincer

Os Dois Eventos de Origem do Céancer

A existéncia de mutacBes gé€nicas supressoras tumorais que le-
vavam ao cincer foi originalmente proposta na década 1960,
quando se sugeriu que algumas formas de clncer hereditério
podiam ser iniciadas quando uma célula em uma pessoa
heterozigota para uma mutagfo na linhagem germinativa sofria
urta segunda mutaciio somdtica, tornando, assim, a célula
homozigota para mutagdes de perda de fun¢io em um gene
supressor tumeral & originande um tumor. A perda de ambos o§
alelos de um gene supressor tumoral também tem um papel im-
portante na patogenia de mnitos cinceres comuns esporddicos,
embora, neste caso, ambos os alelos sejam inativados por dois
eventos somdticos que ocorrem na mesma céiula. Esta hipétese
dos “dois eventos™ foi aplicada pela primeira vez para explicar
de que maneira cAnceres tais como o retinoblastoma podem ocor-
rer tanto nas formas hereditdria quanto esporddica, mas tem sido
amplamente aceita como um modelo importante em muitos cin-
ceres familiares, incluindo a polipose famitiar do célon; o cén-
cer de mama familiar; a neurofibromatose, tipo 1 (NF1); o car-
cinoma hereditédrio ndo-polipose do célon e a forma rara de cn-
cer familiar conhecida como sindrome de Li-Fraumeni. Embora
em cada um destes disttirbios a heranga autossdmica dominante

QUADRO 16-4
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de um gene mutado em geral seja a regra, a perda de funcio de
ambas as copias do gene supressor tumoral responsdvel é neces-
sdria para o desenvolvimento do tumor. A explica¢do deste apa-
rente paradoxo € que as células heterozigotas para uma mutacio
ainda t&m uma cépia funcional de um gene supressor tumoral,
que ¢é suficiente para produzir um fendtipo celular normal. En-
tretanto, uma célula na qual uma cdpia j4 esteja alterada ou pet-
dida pela heranga de uma mutagfo na linhagem germinativa per-
derd sua capacidade de suprimir o desenvolvimeato tumoral se,
por acaso, perder o funcionamento do outro alelo restante, Este
“segundo evento” em geral € uma mutagio somdtica, embora a
perda de funcfio sem mutagfo, tal como ocorre no silenciamento
transcricional, também tenha sido observada em algumas célu-
las cancerosas (ver em seguida). O segundo evento pode causar
UM {UIROr Sempre que ocorrer em uma das numerosas células de
umn tecido. Por este motivo, os tumores iniciais nas sindromes
hereditdrias associadas & perda de genes supressores tumorais em
geral surgem vérias vezes no mesmo tecido. Em contraste, nas
formas esporddicas de cincer decorrentes da perda de gene
supressor tumoral, provavelmente apenas uma tinica célula so-
fre um evento tio raro quanto duas ocomr@ncias na mesma célu-
la. Qs cinceres geralmente sdo monoclonais, e o tumor original
surge em um dnico local no tecido afetado, embora possa for-
mar metdstases depois.

O modelo de dois eventos € hoje amplamente aceito como a
base tanto dos cinceres hereditdrios como esporadicos que sue-
gem de mutagOes que causam perda de fungdo de ambas as cdpi-

‘Produtos ¢

le Genes Supressores Tumorais Selecionados .

Distiirbios nos Quais 0 Gene Estd Afetado

Gene Supressor Tumoral Produto Génico e Possivel Fungfio Familiar Esporddico
RBI1 pil0 Retiroblastoma Retinoblastoma, carcinomas de
Regulaciio do ciclo celular pequena célula do pulmio
Sindrome de Li-Fraumeni  Céncer de pulmao, cancer de mama
IPi3 p33

Regulagio do ciclo celular
BRCAI, BRCAZ Breal, Brea2
Participa na resposta ds quebras
biftlamentares do DNA
NFI Neurofibromina
Prateina ativadora de GTPase
NF2 Merlin
Liga moléculas de superficie
celular 2o citoesqueleto

Dece
Receptor de moléculas de orientagfo
axonal (netrinas)

Vil
Parte do complexo de alongamento
transcricional

VAL

MLHI, MSH2 Mihi, Msh2
Reparo de mau pareamento de
nucleotideos eatre filamentos

do DNA

Cincer de mamg Cincer de mama, cincer ovariano

familiar
Neurofibromatose, Desconhecido
tipo |
Neurofibromatose, Schwannomas esporddicos e
tipo 2 meningiomas
Desconhecidos Cancer colorretal

Van Hippel-Lindau Carcinoma de célula clara renal

Cancer hereditdrio Céncer colorretal

ndo-polipose do cdlon
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as de um gene supressor tumoral dentro de uma célula Recen-
temente, a teoria teve de ser ampliada, quando se descobriu que
um segundo evento no alelo normal nem sempre € necessaria-
mente uma mutacdo. O silenciamento devido A metilagiio ex-
cessiva do DNA, associado a uma configuragiio de cromatina
fechada e perda de acesso dos fatores de transcricio ao DNA
(ver Caps. 3 e 10), tem sido visto como sende um importante
mecanismo molecular alternativo para a perda de fungio de um
gene supressor tumoral. Como uma alteragio no funcicnamento
de um gene devida a metilagdo € transmitida estavelmente por
mitose, ela se comporta como uma mutagio. Como ndo hé
mudanga no préprio DNA, entretanto, ela € chamada de uma
mudanca epigenética em vez de ndo-genética. O silenciamen-
to epigenético da expressio génica é um fendmeno normal que
explica fenbmenos tdo diversos quanto a inativagdo do X (ver
Caps. 5 e 10), o imprinting gendmico (ver Cap. 5) e a manu-
tengiio de um repertério especializado de expressio génica no
desenvolvimento e na manutencdo da diferenciagio de tecidos
especificos (ver Cap. 17).

Genes Supressores Tumorais em Sindromes
de Céncer Autossémicas Dominantes

RETINGBLASTOMA

O retinoblastoma, o protétipo das doengas causadas por muta-
¢o em um gene supressor temoral, € um raro tumor maligno da
retina em criangas, com uma incidéncia de cerca de 1 em 20.000
nascimentos (Fig. 16.7). Ao diagndstico de um retinoblastoma
em geral deve se seguir a remogao do otho afetado, embora tu-
mores menores, diagnosticados em estdgio inicial, possam ser
tratados com terapia local, de modo a preservar a visdo

Fig. 16.7 Retinoblastoma em uma menina. mostrando um reflexo
brarco no eiho afetado quando a luz reflete diretamente da super-

ficie do tumaor (Foto por cortesia de B L Gallie. The Hospital for
Sick Children. Toronto )

Cerca de 40% dos casos de retinoblastoma sdo da forma he-
reditaria, na gual a crianga herda um alelo mutante no locus de
retinoblastoma (RB1) pela linhagem germinativa. Uma mutagio
somdtica ou outra alterago em uma inica célula da retina leva 3
perda de funcio do alelo normal restante, iniciando, assim, o
desenvolvimento do tumor (Fig. 16.8). O distiirbio é herdado
como uma caracteristica dominante, pois o grande ntimero de
retinoblastos primordiais e sua rdpida taxa de proliferacio torna
muito provive] que uma mutagio somdtica venha a ocorrer em
um ou mais dos mais de 10° retinoblastos. Assim, os heterozigotos
para o distirbio em geral sao afetados por miltiplos tumores,
freqiientemente atingindo ambos os othos. Entretanto, a penetran-
cia do retinoblastoma, embora alta, nfio é completa, pois a ocor-
réncia do segundo evento é uma questdo de acaso.

Os outros 60% dos casos de retinoblastoma néo sdo hereditd-
rios (esporddicos). Nestes casos, ambos os alelos RBJ em uma
tinica célula da retina foram inativados por mutagGes somaticas
independentes. Como este 6 um evento raro, em geral hd apenas
wm tinico tumor clonal (o retinoblastoma € unilateral), e a idade
meédia de infcio € mais tardia que nas criangas com a forma here-
ditdria (ver Fig 16.8). Para a consulta genética, um outro ponto
importante € que 15% dos pacientes com retinoblastoma unila-
teral t8m o tipo hereditdrio, mas a chance € de que se desenvolva
bm tumor em apenas vm dos olhos.

As criangas com retinoblastoma hereditério tém um risco
muito aumentado (400 vezes) de desenvolver tumores mesenqui-
mais, tais como sarcomas ostecogénicos, fibrossarcomas e
melanomas, no inicio da vida adulta. O risco é muito mais alio
se a crianga tiver recebido radioterapia

O gene R8I foi mapeado no cromossomo 13, na banda 13q14.
Em uma pequena porcentagem de pacientes com retinoblastoma,
a mutacio herdada deve-se a uma delecfio citogeneticamente
detectével ou translocagio desta parte do cromossomo 13, um
achado que foi instrumental para situar o gene RBJ neste local.
Se tais mudangas cromossdmicas também perturbarem os genes
adjacentes ao KBJ, podem levar a caracteristicas dismérficas,
além do retinoblastoma.

O gene RBI expressa-se em muitos outros tecidos além da
retina, embora a perda de RB! inicie tumores apenas na retinae,
mais tarde na vida, em um pequeno mimero de sitios secundéri-
os (levando a um sarcoma osteogénico, fibrossarcoma e
melanoma). O motivo desta especificidade tissular é desconhe-
cido. O produto do gene RBI, descrito como p110 Rb1 (uma
proteina com 110 quilodéitons de tamanho), também estd ausente
ou mutado em vérias linhagens celulares derivadas de alguns
outros tumores durante sua progressio {ver Quadro 16.4).

A protefna p110 Rb1 ¢ uma fosfoproteina que é hipofosfori-
lada e entdo hiperfosforilada em diferentes estdgios do ciclo ce-
lular. Em seu estado hipofosforilado, ela bloqueia a progressio
do ciclo celular no limite entre G, e S, inibindo assim a entrada
na fase S, ligando-se a — e inativando — fatores de transcrigio
que promovem a sintese de DNA . A medida que p110 Rb1 se
torna progressivamente mais fosforilada, ela libera seus parcei-
ros de ligago & proteina, permitindo a entrada da célula na fase
S E entdo progressivamente desfosforilada durante o curso do
ciclo celular, o que permite que ela volte a funcionar como um
blogueio a entrada na fase S do préximo ciclo celular. A perda
do gene RBI priva as células de um importante ponto de contro-
le mitético e permite uma proliferacio descontrolada O gene RBI
¢ um protétipo de gene supressor tumoral protetor (gatekeeper).

Perda de Heterozigose. Os geneticistas que estudam os
polimorfismos de DNA na regifio préxima ao locus RBI fizeram
uma descoberta penética incomum, mas altamente sigrificativa,
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quando analisaram os alelos vistos no tecido turnoral de pacien-
tes com retinoblastoma herditdrio e esporddico. As pessoas com
retinoblastoma que eram heterozigotas em tecidos normais, tais
como em suas células sanguineas, tinham tumores que continharm
alelos de apenas um de seus dois cromossomos 13 homélogos,
revelando uma perda de heterozigose (LOH) para partes de 13g
na regifio do gene. Nos casos familiares, 0s marcadores manti-
dos do cromossomo 13 eram aqueles herdados do genitor afeta-
do, isto €, 0 com um alelo RB[ anormal. Assim, LOH representa
o segundo evento do alelo restante. LOH pode ocorrer por dele-
¢io intersticial, mas existern outros mecanismos, tais como re-
combina¢do mitética ou ndo-disjungdio (Fig. 16.9) LOH é o
mecanismo mutacional mais comum pelo qual o alelo restante
RBI normal € perdido nos heterozigotos. Quando LOH nio é
vista, 0 segundo evento em geral € uma segunda mutagiio génica
somdtica ou, ocasiontalmente, a inativacdo transericional de um
alelo ndo-mutado por meio de metilagio. LOH é uma caracterfs-
tica de vdrios outros tumores, tanto herddveis quanto esporddi-
cos, e geralmente é considerada uma evidéncia da existéncia de
um gene supressor tumoral, mesmeo quando este gene é desco-
nhecido {Quadro 16.5).

SINDROME DE Li-FRAUMEN!

Existem “cinceres familiares” raros nos quais h4 uma histéria
marcante de muitas formas diferentes de cincer (incluindo véri-
os tipos de sarcoma dsseo e de tecidos moles, cincer de mama,
tumores cerebrais, leucemia e carcinoma adrenocortical), que
afetam vdrios membros da familia em uma idade incomumente
jovem, herdados de modo autossémico dominante (Fig, 16.10)
Este fendtipo altamente varidvel € conhecido como a sindrome
de Li-Fraumeni (LFS). Como o gene supressor tumnoral TP33
que codifica a proteina p53 estd inativado nas formas esporadi-
cas de muitos dos cinceres encontrados na LES, TP33 foi consi-
derado um candidato para o gene defeituoso na LFS. A andlise
do DNA de virias familias com LFS confirmou esta hipdtese.
Os membros afetados de mais de 70% das farnilias com L.FS de

fato possuiam uma forma mutante do gene TP53 como uma
mutacdo de linhagem germinativa. Assim, LFS é uma forma
extrema de um grupo de cinceres gue ocorrem tanto na forma
esporadica quanto na forma familiar. Como visto também no
retinoblastoma, uma das duas mutag@es necessdrias para inati-
var o gene T'P53 estd presente na linhagem germinativa na LES
familiar, enquanto na forma esporddica ambas as mutagdes sdo
eventos somaticos.

A proteina p53 € uma proteina de ligacio ao DNA que parece
ser um componente importante da resposta celular aos danos no
DNA. Além de ser um fator de transcrigio que ativa a transcri-
¢do de genes que param a diviso celular e permitem o reparo de
danos ao DNA, a p53 parece estar envolvida na indugio da apop-
tose nas células que sofreram danos irrepardveis no DNA. Por-
tanto, a perda de funcéo de p53 permite que as céiulas com DNA
danificado sobrevivam e se dividam, propagando, assim, muta-
gbes potencialmente oncogénicas.

NEGROFIBROMATOSE, T1PO |

A NF1 é um distirbio autossdmico dominante relativamente
comum, que afeta primariamente o sistema nervoso periférico
e em geral é caracterizado por grandes nimeros de neurafibro-
mas (ver Cap. 5). Embora estes crescimentos sejam benignos,
uma minoria de pacientes com NF1 também apresenta uma in-
cidéncia anmentada de malignidades, tais como neurofibrossar-
coma, astrocitoma, cénceres de células de Schwann e CML
infantil. O crescimento celular anormal observado na NF1 su-
gere que o gene normal possa funcionar na regulacio da divi-
s3o celular no tecido neural.

O gene NF foi mapeado no braco longo proximal do cromos-
somo 17 por estudos de ligagiio familiar e subseqiientemente foi
clonado pela aplicacdo de vdrias estratégias de clonagem
posicional apresentadas no Cap. 8 A inspecfo da seqtiéncia do
gene NF I e seu produto proteico demonstraram vma homologia
significativa a proteinas que ativam a atividade GTPase do pro-
duto oncogénico RAS (ver mais atrds). Este achado sugere forte-




286 ' GENETICA E CANCER

&

Genétipo

Locus A 1
RB1 th
Locus B H

constitucional

Evantos
locals

Recombinacio
somatica

O

1 2 ——p —— 2
R —L e 1hy g 7h wedewe 1hy
1 2 P . — 1

Perda
cromossomica

Perda e
duplicagao

@

1 }

—tee th

— 1

Fig. 16.9 Os mecanismos cromossomicos que podem levar a uma perda de heterozigose de marcadores de DNA no gene supressor tu-
moral — ou perto dele — em uma pessoa heterozigota para uma mutagdo herdada na linhagem germinativa. tlustrado no caso do gene
do retinoblastoma no cromossomo 13q Os eventos locals. tais como mutacdo. conversdo génica cu silenciamento transcricional. entre-
tanto. podem causar perda de fungio de ambos o5 genes RB1 sem praduzir LOH RBI + é o alelo normal e th & o alelo mutante

mente que o produto normal de NF! interage com um membro
da familia génica RAS para regular a atividade proliferativa em
células normais. O gene matante NFI pode, entdo, falhar no que
diz respeito a regular o crescimento nas células normais das quais
se derivam os neurofibromas, levando a um crescimento impré-
prio e & formagfo de tumor.

Este modelo sugere que NFJ seja um gene supressor tumo-
ral. Por analogia com outras mutages génicas de supressores
tumorais herdados de forma dominante, seria necess4ria a per-
da ou a inativagio do alelo normal restante no locus NF1 para
explicar o desenvolvimento de tumores nos pacientes com NF1 .
Em alguns casos de tumores malignos de célula de Schwann e
leveemia mieléide juvenil, mas ndo em todos, demonstrou-se
LOH do alelo normal de NFJ nos tecidos tumorais, mas nio
nos tecidos vizinhos. O achado de L.OH para o gene normal NF/
em alguns destes tumores ndo exclui o papel de mutages mul-
tiplas em outros genes levando a uma divisido celular
desregulada (ver Fig. 16.1)

Quadro 16-5

CANCER pE Mama FAMILIAR DEVIDO A
MuUTAGOES EM BRCA] E BRCA2

O cancer de mamna é comum. Os estudos epidemiolégicos base-
ados em populagdes mostraram que até 10% de todas as mulhe-
res nos EUA desenvolverdo cincer de mama durante a vida. O
cincer de marna hd muito foi reconhecido como tendo um forte
componente genético. O risco de uma mulher desenvolver cin-
cer de mama ¢ aumentado em até trés vezes se um parente em
primeiro grau for afetado e em até 10 vezes se mais de um pa-
rente em primeiro gran for afetado. Estes riscos familiares au-
mentam ainda mais se o inicio da doenga no parente em primei-
ro grau afetado tiver sido aos 40 anos de idade ou menos (Fig.
16.11). Embora até 20% de todos os casos de cincer de mama
possam ter um componente genético significativo como parte de
um modo de heranca poligénico ou multifatorial (ver Cap. 15),
uma pequena proporgic de casos parece se dever a uma predis-
posigdo mendeliana herdada dominantemente ao cncer de

Exemplos d

somicas que Apresentam Fregiente LOH Repetida em Tumores Particulares,

Gene Supressor

Regifio Cromosstmica Distiirbio(s} Tumoral Associado
ig Carcinoma de mama Desconhecido

3p Carcinoma de pequena célula do pulmiio Desconhecido

3 Polipose familiar do célon; carcinoma colometal APC

13g Retinoblastoma; carcinoma de mama; osteossarcoma RBl

I7p Carcinoma colorretal; carcinoma de mama TP53

18q Carcinoma colorretal bcc
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Fig. 16.10 Um heredograma da sindrome de Li-Fraumeni, no qual ocorreram cincer de mama, sarcama e outros turnores malighos Sao
mostradas as idades de diagndstico. (Redesenhado de Li F P [1988] Cancer families: Human madels of susceptibility to neoplasia — the
Richard and Hinda Rosenthal Foundation award lecture Cancer Res 48:5381-5386 )

mama. Estas familias compartilham caracteristicas de cincer
familiar (em oposi¢io ao esporddico): vérias pessoas afetadas na
familia, idade precoce de inicio e doenga bilateral freqiiente.

Os estudos de ligacio genética nas familias com cncer de
marna familiar de inicio precoce levaram 2 descoberta de muta-
¢Oes em dois genes que aumentam a suscetibilidade ao cincer
de mama: BRCAI, no cromossome 17q21, e BRCAZ2, no cromos-
somo 13q12.3. Tuntos, estes dois loci sdo responsdveis por cerca
de metade e um terco do cAncer de mama familiar autossdmico,
respectivamente, mas por menos de 3% de todos os cinceres de
mama na populagiio. Hoje, muitos alelos mutantes de ambos os
genes jé foram catalogados. As mutagBes em BRCAI e BRCA2
também estdo associadas a um aumento significativo no risco de
cincer ovariano nas mulheres heterozigotas. As mutacBes em
BRCA2, mas nio em BRCA, também s3o responsdveis por 10%
a 209% de todos os casos de cincer de mama masculino, vma
doenca rara que afeta menos de 0,1% dos homens.

Os produtos génicos de BRCAI ¢ BRCA2 séio proteinas nu-
cleares contidas dentro do mesmo complexo multiproteico, Este
complexo foi implicado na resposta celular s quebras
bifilamentares do DNA, tal como normalmente ocorre durante a
recombinacio homdloga ou anommal como resultade de danos
a0 DNA. Como se poderia esperar de qualquer gene supressor
tumoral, o tecido tumoral das heterozigotas para mutagSes em
BRCAI e BRCA2 demonstram L.OH comt perda do alelo normal.

Penetrancia das Mutacgbes BRCA1 e BRCA2. A deteccio
pré-sintomadtica de mulheres em risco de desenvolver cincer de
mama como resultado de algum destes genes de suscetibilidade é
um objetivo importante das pesquisas atuais, tanto em casos fa-
miliares quanto no grande ndmero de casos esporddicos Para fins
de tratamento e consulta genética da paciente, seria extremamen-

te benéfico conhecer o risco durante a vida para o desenvolvimento
de cincer de mama em pacientes portadoras de determinadas
mutacdes nos genes BRCAI e BRCA2, comparado com o risco na
populacio em geral (Fig. 16.12). Os estudos iniciais mostraram
umn risco de mais de 80% de cincer de mama aos 70 anos em
mulheres heterozigotas para mutacdes BRCAI e BRCAZ, Estas
estimativas foram baseadas no risco de desenvolver cdncer em
parentes femininos dentro de familias avaliadas porque o céncer
de mama ja havia ocorrido muitas vezes nos membros familiares.
Isto €, a mutacdo BRCAJ ou BRCAZ era altamente penetrante nas
portadoras. Quando estimativas similares de risco foram feitas em
estudos baseados em populagGes, entzetanto, nos quais as mulbe-
res portadoras de BRCAI e BRCAZ ndio foram selecionadas por-
que eram membros de familias nas quais ji haviam ocorrido mui-
tos casos de cincer de matna, as estimativas de risco foram meno-
res e variaram de 43% a 60% aos 70 anos. A discrepédncia entre os
estudos baseados em familias com miiltiplas ocomréneias da do-
enca decorrentes da alta penetrincia dos alelos mutantes e 08 es-
tudos de mulheres identificadas por triagem populacional e ndo
por histdria familiar sugere que outros fatores genéticos ou ambi-
entais podem ter um papel na penetrincia final das mutagdes
BRCAI e BRCA2 em mulheres heterozigotas para estas mutacdes.

CANCER DE COLONM FAMILIAR

Polipose Familiar do Célon. O cincer colorretal, uma
malignidade do epitélio do cdlon e do rete, € uma das formas mais
comuns de cAncer. Fle afeta mais de 150.000 pessoas por ano
apenas nos EUA e € responsdvel por cerca de 15% de todos 0s
cinceres. Uma pequena proporgiio de casos de cancer de célon
deve-se & condicio autossdmica dominante polipose familiar do
edlon (também conhecida como polipose adenomatosa familiar



288 ' GENETICA ECANCER

Risco cumulativo de desenvoiver cancer de mama
25

20

15 et

10

Risco cumulativo (%)

Age29 Age39 Age4d Age53 Age 69 Age 79
tdade da consulente

ldade dos parentes quando do diagnéstice de cancer de mama

v 20429 e 50-59
“-==30-88  ——— 60-69
—— 4049 ——~70.79

Populacgao geral

Fig. 16.11 Riscos de cancer de mama Risco cumulativo, com a ida-
de.de uma consulente que desenvolveu cincer de mama quando um
parente em primeiro grau teve céncer de mama O risco para a
censulente aumenta diretamente com sua idade e inversamente com
a idade na qual o parente em primeiro grau fol primeiro diagnostica-
do com c&ncer de mama {Adaptado de Claus E B Risch N . Thomp-
son W D |1994| Autosomal dominant inheritance of early-onset
breast cancer Implications for risk prediction Cancer 73: 643-651 )

ou FAP) e sua subvariante, a sindrome de Gardner A FAP tem
uma incidéncia de cerca de 1 em 10.000.

Nos heterozigotos para FAP, vérios pélipos adenomatosos,
que em si sdo crescimentos benignos, desenvolvem-se no célon
durante as primeiras duas décadas de vida. Em quase todos os
cas0s, um ou mais pélipos tornam-se malignos. A remogio ci-
rirgica do célon (colectomia) impede o desenvolvimento da
malignidade. Como este distirbio € autossémico dominante, os
parentes de pessoas afetadas devem ser examinados periodica-
mente por colonoscopia. O gene responsével, APC, foi isolado
por clonagem posicional apds o locus da doenga ser mapeado no
Cromossomo 53¢, tanto por estudos genéticos nos familiares afe-
tados (ver Cap. 8) guanto pela demonstraciio de perda de
heterozigose nos tumores do c6lon. A sindrome de Gardner tam-
bém se deve a mutagdes em APC e é, portanto, alélica 3 FAP. Os
pacientes com sindrome de Gardner tém, além dos pélipos ade-
nomatogos com transformacfo maligna vistos na FAP, outras
anomalias, incluindo osteomas da mandibula e desméideos, que
sdo tumores que surgem nos misculos da parede abdominal.

O APC codifica uma proteina citoplasmdtica que regula a
proteina bifuncional conhecida como B-catenina. A B-catenina
serve tanto como ligago entre a parte citoplasmatica das molé-
culas transmembranares de adesfo celular, tais como as caderinas,
¢ 0 citoesqueleto de actina guanto como ativadora da transcri-
¢do (Fig. 16.13). Sob condigBes normais, guando a camada epi-
telial colénica estd intata e a proliferaciio celular nio é necessa-
ria, a maioria das fB-cateninas estd presente em um grande com-
plexo proteico com a E-caderina. O APC induz a proliferacédo e
a subsegiiente degradacio de qualquer B-catenina nfio-ligada,
mantendo assim os niveis de B-catenina na célula baixos A per-
da de APC leva ao actimulo de B-catenina citoplasmadtica livre,
que € translocada para o micleoe ativa a transcricdo de genes de

proliferacdo celular, incluindo MYC, o mesmo gene que €
hiperexpresso no linfoma de Burkitt.

Cancer Hereditario Nao-polipose do Colon. Cercade 2%
a 4% dos casos de cancer de célon sdo atribuiveis a um grupo de
sindromes de cancer familiar conhecido como céncer heredita-
rio nio-polipose do colon {(HNPCC). O HNPCC é caracteriza-
do por heranga autessdémica dominante de cincer de célon que
ocorre durante a vida adulta, mas em uma idade relativamente
jovem e sem os pélipos adenomatosos vistos na FAP. Os
heterozigotos masculinos para um gene mutante HNPCC t8m um
risco de cerca de 90% de desenvolver cincer do célon durante a
vida As mulheres heterozigotas tém um risco um pouco menor,
de cerca de 70%, mas tém aproximadamente 40% de 1isco de
cincer endometrial. Também existem riscos adicionais, de 10%
a 20%, de ciincer das vias biliares e urindrias e de ovdrio.

O HNPCC £ um grupo de cinco sindromes familiares simila-
res (HNPCC! até HNPCCS) causadas por mutagdes em um dos
cinco genes diferentes de reparo de DNA responséveis por repa-
rar segmentos de DNA nos quais o pareamento correto de bases
de DNA (A com T, C com G) foi violado (ver Caps. 6 8). Estes
genes, conhecidos como MLHI, MSH2, PMSLI, PMSL2 e
MSHS, sao todos designados por sua similaridade de seqtiéncia
a um grupo de genes microbianos que codificam as enzimas res-

Risco cumulative de cancer de mama

100

Aisto cumulativo (%)

40 45 B0 55

60 6
ldade do probando
B Populagdo B Porladora de [ Portadora de mytagéo
geral mutagio em detectada por triagem
familias com poptilacional

alta penetréncia

Fig. 16.12 Risco cumulativo de clncer de mama, com a idade. de
mulheres portadoras de mutagio em BRCAI ou BRCAZ. calculado
usando-se dados de famflias com alta penetrincia para a mutagéio
{barras vermelfas) O risco é comparado com o risco de cancer de
mama na populacio em geral (barras prelas). bem como com o risco
estimado (* 52%) aos 70 anos para cAncer de mama em uma por-
tadora de mutagio BRCAI ou BRCA? identificada por triagem popu-
lacional (farra rosa) e ndo em familias com alta penetréncia Ver o
texto (Adaptadode KingM C.Rowell 5. Love 3. M [1993] Inherited
breast and ovarian cancer What are the risks? What are the choices?
JAMA 269:1775-1980; Ford D Easton D F . Stratton M . etal | 1998]
Genetic heterogeneity and penetrance analysis of the BRCAI and
BRCA2 genes in breast cancer families The Breast Cancer Linkage
Consortium Am } Hum Genet 62:676-689; Brody L C . Biesecker B
B [1998] Breast cancer susceptibility genes BRCA! and BRCA2 Me-
dicine [Baltimore] 77:208-226)
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Fig. 16 13 Diagrama esquemético da interagao do produto do gene APCe B-catenina A B-catenina forma um complexo com a molécula
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ponsdveis pelo reparo de mau pareamento entre os filamentos
complementares de DNA. Embora todos os cinco genes estejam
implicados no HNPCC em familias diferentes, MLHI e MSH2
juntos sdo responsdveis por cerca de 60% a 70% do HNPCC,
enquanto os outros foram encontrados em apenas alguns poucos
pacientes raros e estZo associados a um grau menor de deficién-
cia de reparo de mau pareamento. Os genes HNPCC sdo protd-
tipos de genes supressores tumorais de manutengio (caretaker}.

Como em outros genes SUpressores tumorais, o padedo de heranga
autossdrnica dominante de HNPCC surge pela heranga de um alelo
mutante seguido de mutacdo ou inativagio do aleio normal restante
em uma célula somdtica. No nivel celular, o fendtipo mais marcan-
te das células que niio t&m ambos os alelos destes genes € um au-
mente enorme de mutagdes de ponto & na instabilidade dos segmen-
tos de DNA contendo repeticBes de seqiiéncias simples, tais como
(dA), ou polimorfismos de microssatélite (ver Cap. 6). O DNA
microssatélite é tido como sendo particularmente vulnerdvel ac mau
pareamento porque 0 desalinhamento do filamento sendo sintetiza-
do no filamento molde podem ocorrer mais prontamente quando
curtas repeticies de DNA em tandem sdo sintetizadas. Tal instabi-
lidade, chamada de fendtipo erro de replicaciio positivo (ou
RER+), ocorre em duas ordens de magunitude de freqii@ncia maior
nas células que ndo t2m ambas as copias de um gene de reparo de
mau pareamento. O fendtipo RER+ € facilmente visto no DNA
como trés, quatro ou mesmo mais alelos de um polimorfismo de
mmicrossatélite em um dnico DNA tumoral de uma pessoa (Fig.
16.14). Avalia-se que as células que ndo t8m ambas as copias de um
gene de reparo de mau pareamento podem levar 100 000 mutacGes
dentro de repeticBes simples pelo genoma Mutages oncogénicas
secunddrias A instabilidade de repeti¢io podem ocorrer em qualquer
niimero de genes: pelo menos dois destes genes foram isolados e
caracterizados. O primeiro é APC, cuja fungfo normal e papel na
FAP j4 foram descritos. O segundo € o gene que codifica o receptor
de fator beta I transformante de crescimento (TGF-8II). TGF-8I,
uma cinase de serina/treonina que tem urma atividade de controle de
crescimento pela fosforilagio de moléculas sinalizadoras seguintes,
tern um trecho de 10 adeninas que codificam trés lisinas em sua
seqliéncia codificante. A delegiio de uma ou mais destas adeninas
em ambos os alelos do gene ocorre com alta fregiiéncia nas células

RER+ e resulta em mudanga de matriz de leitura e perda de funcio
deste receptor. Como ilustrado de modo geral na Fig 16.1, as muta-
¢cBes oncogénicas decorrentes de instabilidade de repetiggo podem
produzir muitas das mutagdes que permitem que uma célula nor-
mal se torne totalmente maligna, a célula cancerosa metastética.

LINFOMA HEREDITARIO COM PERDA DE EXPRESSAC
DE GENES SUPRESSORES TUMORAIS PRO-APOPTETICOS

A sindrome linfoproliferativa aute-imune (ALPS) € uma rara
condigdo autossdmica dominante caracterizada por intensa linfa-
denopatia e esplenomegalia, particularmente na infincia, e desen-
volvimento de fendmenos auto-imunes, tais como trombocitopenia
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Fig. 16.14 Eletroforese em gel de trés marcadores polimérficos de
microssatélites diferentes em amostras normal (N) e tumoral (T)
de um paciente com uma muta¢iio em MSH2 e instabitidade de
microssatélite Embora o marcador n© 2 ndo apresente diferenga
entre os tecidos normal e tumoral. a genotipagem com marcado-
res n % | e 3 revela alelos extras. alguns menores e alguns maiores
que 05 alelos presentes na tecido normal (setas vermelhas)
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mediada por anticorpo ou anemia hemolitica. Embora as manifes-
tacOes desta condigio sejam primariamente as de auto-imunida-
de, os linfomas de célula B e de Hodgkin foram deseritos com uma
freqiiéneia aumentada de 14 e 50 vezes, respectivamente.

Na ALPS, a anomalia primdria estd no mecanismo de apop-
tose do linfécito mediado pelo receptor fas e seu ligando, fas-
ligando. Tanto fas-ligando quanto fas sfo homotrimeros. As
mutagBes dominantes negativas (ver Cap. 12) em um alelo de
ambos os genes que codificam estas moléculas causam perda de
fun¢do do receptor ou seu ligando, resultando em deficiéncia de
sinalizaglo apoptdtica e intensa expansio de linfdcitos T imatu-
ros, conhecidos como células duplo-negativas (porque nio tém
tanto os marcadores de supetficie celular de T-helper [T4] quanto
de T-supressor [T8]). Ndo se sabe exatamente como este defeito
na apoptose de linfécitos T pode levar a um aumento de freqiién-
cia de vidrios tipos de linfomas, mas pode ser em fungdo de um
aumento acentuado do mimero de células que podem servir como
alvos para mutag8o e, portanto, transformacio maligna

Sindromes de Instabilidade Cromossémica

Quatro sindromes raras autossbmicas recessivas de instabilidade
cromossémica mencionadas no Cap. 9, ataxia telangiectasia, ane-
mia de Fanconi, sindrome de Bloom ¢ xeroderma pigmentoso,
estfio associadas a wm risco aumentado de malignidade, particular-
mente leucemia, ou, no caso do xercderma pigmentoso, cinceres
de pele nas dreas expostas ao sol (ver Quadro 9.6). Clinicamente, as
radiografias devem ser usadag com extrema cautela, ou nunca, em
pacientes com ataxia telangiectasia, anemia de Fanconi e sindrome
de Bloom. Além disso, a exposigio & luz do sol deve ser evitada em
pacientes com xeroderma pigmentoso.

Bmbora a suscetibilidade a danos cromossdmicos e de DNA pelos
raios X, pela luz vltravioleta ou por alguns agentes quimicos € a
suscetibilidade & malignidade vista nestas sindromes nio estejam
totalmente explicadas, os genes para muitos delas foram isolados e
demonstrou-se que codificavam proteinas intimamente envolvidas
no reparo de DNA e na manutencgio da integridade cromossOmica e
gendmica. Assim, os genes que sao defeituosos nas sindromes de
instabilidade cromossdmica podem ser vistos como genes supres-
sores tumorais de manutengio (caretaker) (ver Quadro 16.1).

Embora as sindromes de instabilidade cromossdmica sejam
distiirbios raros autossémicos recessivos, os heterozigotos para
estes defeitos génicos sdo muito mais comuns e também podem
ter um risco aumentado de malignidade. As mulheres heterozigo-
tag que s3o parentes de homozigotos com ataxia telangiectasia
podem ter urn risco de ter cAncer de mama de quatro a seis vezes
maior, se comparadas com esposas controle, por exemplo. Se este
achado for definitivamente confirmado, tornaré possivel identifi-
car, pré-clinicamente, uma classe de pessoas com uma enorme
predisposicio genética a pelo menos um dos cinceres comuns.

Perda de Genes Supressores Tumorais
em Cancer Esporadico

MuTAaGOES TPS3 EM CANCERES ESPORADICOS

Embora a LPS, que é causada pela heranga de mutacées na li-
nhagem germinativa em P53, seja uma sindrome familiar rara,
as mutagdes somdticas que causam uma perda de fun¢fio de
ambos os alelos de TP53 sdo uma das alteragbes genéticas mais
comuns vistas no cincer esporadico. As mutages do gene TP53
ou a deleczo do segmento do cromossomo 17p (bandapl3.1) que
inclui TP53, ou ambos, sfo freqiiente e repetidamente vistas em

uma ampla gama de cinceres esporddicos, incluindo de mama,
ovirio, bexiga, cervical, esofagiano, colorretal, pele & carcino-
mas pulmonares, glioblastomna do cérebro, sarcoma osteogénico
e carcinoma hepatocelular. O papel central de p53 como supressor
turnoral foi destacado pela designacdo de "Molécula do Ano” pela
revista Science, em 1993

BRCAL £ BRCAZ no CANCER DE
OVARIO E MAMA ESFORADICOS

As mutagGes em BRCAI e BRCA2 foram encontradas em uma pe-
quena porcentagem de pacientes com cincer de ovdrio ou de mama
sem histdria familiar. Fm alguns casos, as mutagées eram constitu-
cionais, mas nenhuma hist6ria familiar era aparente. Em outros, a
andlise do préprio tumor revelou uma mutagao somdtica em um alelo
de BRCAT ou BRCAZ2 juntamente com LOH para a regido gendmi-
ca correspondente contendo o outro alelo normal. A hibridizaggo
comparativa (ver Cap. 4} foi um método particularmente poderoso
usado para triar LOH em tecido de tumor de mama versus tecido
normal da mesma mulher. LOH foi encontrada em vérias regides
cromossdmicas, incluindo 1p, 3p, 11p, 13q, 16ge 17p, o que sugere
que podem existir muitos geries importantes para a progressio do
turnor de mama Embora o gene no cromossomo 17p provavelmente
seja o TP53, os outros genes niio foram identificados.

CANCER HEREDITARIO NAO-POLIPOSE DE COLON E
GENES DE POLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIAR NO
CANCER pE COLON ESPORADICO

Em contraste com a baixa freqiiéncia com a qual BRCA] e BRCA2
sdo encontrados mutados na maioria dos cinceres de mamna espo-
rddicos, hd uma ampla evidéncia que apdia um grande envolvi-
mento dos genes responsdveis pelo cincer de célon familiar, tais
como HNPCC e FAP, no cincer de célon esporddico (Fig. 16.15).
Em quase 70% dos pélipos adenomatosos das pessoas sem FAP,
o modelo de dois eventos para a tumorigénese foi confirmado pelo
achado da perda de ambas as copias de APC no adenoma, mas nio
nos tecidos normais vizinhos Nos 30% restantes, nos quais APC
€ normal, as mutagGes em S-catenina que bloqueiam sua fosfori-
lagdo e degradagfio foram encontradas em quase metade O fend-
tipo RER+, com a associada muta¢io ou silenciamento
transcricional de ambos os alelos de um ou mais dos genes de re-
paro de mau pareamento, foi relatado em até 12% do cancer de
célon esporadico nas pessoas sem uma histéria familiar Gbvia de
HNPCC. As mutagBes ativadoras de vm membro da familia do
gene RAS (KRAS), bem como a perda de ambas as c6pias de TP53,
também sao vistas freqiientemente no cincer de célon esporadi-
co. A perda de expressdo de um gene em 18q21, chamado de DCC
(para deletado no carcinoma de célor), € ohservada em mais de
70% dos casos de céncer colorretal. Este gene codifica um recep-
tor para moléculas envolvidas na orientago axonal durante o de-
senvolvimento normal do sistema nervoso. Em outros 15% de
cinceres de célon esporadicos, o gene SMADM, que estd envolvi-
do na sinalizac8c posterior ao receptor TGFBIL, estid mutado.
Téo importante quanto os defeitos no reparo de mau parea-
mento sao no HNPCC e alguns cénceres de célon esporadicos,
maioria dos cinceres de célon esporadicos tém o fendtipo RER + .
Estes tumores geralmente tém mutagGes cromossdmicas e gend-
micas que refletem defeitos seja no reparo de quebras
bifilamentares seja na manutencio da fidelidade de como os cro-
mossomos se alinham no fuso mitético durante a mitose, Os
defeitos no primeiro geram translocagbes cromossdmicas, en-
quanto as anomalias na iltima podem levar a ndo-disjuncio e 3
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Fig. 16.15 Estdgios da evolugdo do cincer de ¢dlon, servindo como um modelo mais geral para a evolugio do cancer (ver Fig 16 1)
Os graus crescentes de anomalia estdo associados a perda segliencial de genes supressotes tumorais de varios cromossomos ¢ &
ativagio do proto-oncogene RAS com ou sem o defeito concomitante no reparo de mau pareamento A ordem de eventos em geral
é como mostrada aqui, mas nem sempre. Por exemnplo. o cincer esporddico com reparo anormal de mau pareamento é menos co-
Mum que oS cnceres sem reparo anormal, mas, quande presente, pode funcionar juntamente com uma via um pouco diferente mas
paralela levando & malignidade como o ponto final comum (Adaptado de Kinzler K W Vogelstein B (1996} Lessons from hereditary

colorectal cancer Cell 87:159-170)

aneuploidia Em resumo, existem muitos modos para que a divi-
sio celular e 0 crescimento se desregulem, e muitos outros sem
ddvida estio por ser descobertos e elucidados

PROGRE§SAO TUMORAL POR
EVOLUCAO CLONAL

Nas sindromes de cncer familiar, o padriio de heranga indica que
urn defeito emn um dnjco gene, herdado na linhagem germinativa, é
capaz de iniciar um processo em vérias etapas que leva ao cincer.
Embora muitos destes mesmos genes sejam encontrados mutados
nos cinceres esporadicos, tais cinceres podem levar décadas para
se desenvolver a ponto de serem clinicamente evidentes e, portan-
to, € muito mais dificil determinar qual destas mutagGes de fato ini-
ciou o processo maligno. Além disso, os paradigmas usados para
explicar as sindromes hereditdrias de cincer, nas quais o desenvol-
vimento de malignidade requer a ativagio de um proto-oncogene, a
perda de fungfio de ambos os alelos de um gene supressor tumoral
ou a desregulaciio de processos apoptéticos, sio necessaniamente
muito simnplistas. A formacio de um tumor € claramente um pro-
cesso em vdrias etapas, que envolve uma sucessdo de mudancas
genéticas na populacio de células tumorais em evolugio (ver Fig.
16.1} Asetapas para a malignidade também podem seguir uma dnica
via linear porque mudangas genéticas diferentes, ativadas por de-
feitos seja no reparo do DNA seja na manutencao da integridade do
genoma, podem ocomrer como ramificagBes de sublinhagens malig-
nas durante a evolugfio e a progressiio do tumor.

Mudancas Citogenéticas no Cancer

ANEUPLOIDIA E ANEUSSOMIA

As mudangas citogenéticas sfo marcos do cincer, particularmen-
te nos estdgios mais avancgados ou malignos do desenvolvimen-
to do tumor. Tais alteraces citogenéticas sugerem que um ele-
mento importante da progressio do cincer inclui defeitos nos
genes envolvidos na manuteng@o da estabilidade cromossdmica
e na integridade e segregacio mitdtica precisa

Inicialmente, a maioria dos estudos citogenéticos da progressdo
tumoral foi feita nas leucemias, pois as células tumorais eram pass{-
veis de ser cultivadas e cariotipadas por métodos padréo. Por exem-
plo, quando a CML, com o cromossomo 9;22 Philadelphia, evolui

de uma fase crdnica tipicamente indolente para uma grave crise
bldstica que ameaga a vida, pedem haver vdrias anomalias
citogenéticas adicionais, incluindo mudangas numéricas ou estru-
turais, tais como uma segunda cdpia do cromessomo 9,22
translocado cu um isocromossomo para 17¢. Nos estdgios avanga-
dos de outras formas de leucernia, outras translocages s80 comuns.

A hibridizaco gendmica comparativa (CGH) (ver Cap. 4) per-
mitiu que os citogeneticistas de cincer estudassem os tecidos tu-
morais quanto As mutacdes gendmicas e cromossbmicas sen que
tivessem de fazer culturas das células tumorais para cariotipagem.
Quando as células tumorais puderam ser cariotipadas, o caridtipo
espectral (ver Caps. 4 e 9) também revelou uma gama maior de
anomalias do que aquelas visfveis pelos métodos anteriores de
cariotipagem e identificacio cromossdmica por bandeamento (ver
Fig 9.5, encarte coloride). Uma vasta gama de anomalias é vista
em todos os ciinceres. Algumas anomalias sdo vistas apenas oca-
sionalmente emn algumas amostras de tumor e podem ser anoma-
lias aleatdrias, enquanto outras s&o encontradas repetidamente nos
cénceres do mesmo tipo histoldgico. Isto sugere que estas muta-
¢des estdio envolvidas de algum modo na evoluggo da malignida-
de. Outras mudangas s&o encontradas apenas em metdstases de um
cancer, mas ndo no tumor primdrio original. Um foco das pesqui-
sas de cincer é a definicHo citogenética e molecular destas ano-
malias, muitas das quais jd se sabe que estdo relacionadas a proto-
oncogenes Ou genes Supressores (UMOIAIS e, supostamente, permi-
tem uma expresso acentuada de proto-oncogenes ou representani
petda de alelos de genes supressores tumorais.

AMPLIFICACAD GENICA

Além de translocacdes e outros rearranjos, uma outra anomalia
citogenética vista em muitos cnceres € a amplificacio génica,
um fendmeno no qual existem muitas cpias adicionais de um
segmento do genoma presente na célula. A amplificacfo génica é
comurm em muitos cinceres, incluindo o nearcoblastomna, o carci-
noma de célula escamosa da cabeca e do pescogo, o cincer
colorretal e os glioblastomas malignos do cérebro. Os segmentos
amplificados do DNA sfio prontamente detectados por CGH e
surgern coma dois tipos de mudangas citogenéticas na andlise cro-
mossdmica rotineira: os diminutos duplos (cromossomos aces-
sGrios muito pequenos) € as regides de coloragic homogénea
(HSRs), que normalmente nfo sdo bandeadas e contém miiltiplas
cépias amplificadas de um segmento em particular do DNA. Ain-
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da é pouco compreendido como e por que ocomemn os diminutos
duplos e as HSRs, mas sabe-se que as regites amplificadas inclu-
em clpias extras de proto-oncogenes, tais como os genes que co-
dificam myc, ras e o receptor de fator de crescimento epitelial, que
estimulam o crescimento celular ou sdo bloqueadores de apopto-
se, ou ambos. Por exemplo, a amplificagio do prote-oncogene
MYCN que cedifica n-myc é um importante indicador clinico de
prognéstico no cincer infantil retinoblastoma (Fig. 16.6) MYCN
€ amplificado mais de 200 vezes em 40% dos estdgios avangados
do neuroblastoma. A despeito de um tratamento agressivo, ape-
nas 30% dos pacientes com a doenca avancada sobrevivem por 3
anos. Em contraste, a amplificacio MYCN ¢ encontrada em ape-
nas 4% do neuroblastoma de estégio inicial, e a sobrevida por 3
anos € de 90%. A amplificacio dos genes codificando os alvos dos
agentes quimioterdpicos também foi implicada como um meca-
nismo de desenvolvimento de resisténcia a drogas em pacientes
previamente tratados com guimioterapia

CANCER E AMBIENTE

O risco de cincer mostra uma variacio significativa entre popu-
lagdes diferentes e dentro da mesma populacdo em ambientes
diferentes. Por exemplo, o cincer gdstrico é quase trés vezes (o
comum enlre 0$ japoneses no Japao guanto entre 0s japoneses
que vivem no Havai ou em Los Angeles. Assim, parece que uma
proporcao considerdvel do risco deve depender da exposicdo a
mutdgenos e carcindgenos do ambiente. A natureza dos
carcindgenos ambientais, a avaliago do risco adicional associ-
ado & exposicio e os meios de proteger a populagio de tais ame-
acas 580 assuntos de grande preocupagio publica.

O tema deste capitulo & que o cincer € uma doenga genélica,
mas n#o hd contradicio em considerar o papel do ambiente na
carcinogénese. Os agentes ambientais atuam como mutdgenos
que causam mutagdes somdticas. As mutacdes somdticas, por sua
vez, 580 responsdveis pela carcinogénese De acordo com algu-
mmas estimativas baseadas principalmente em dados dos resuita-
dos das bombas de Hiroshima e Nagasaki, até 75% do risco de
cncer pode ser de origem ambiental,

Radiacdo

Sabe-se que a radiacio ionizante causa um aumento de risco de
cincer. Os dados dos sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki e
outras populaces expostas mostzam um longo periodo de laténcia,
na faixade 5 anos para a leucemia, mas de até 40 anos para alguns
tumores O risco depende da idade, sendo maior para as criangas
com menos de 10 anos e para os idosos. Como jd foi observado, a
radiaco € muito mais perigosa para pessoas com erros hereditdri-
os de reparo do DNA que para a populagio em geral Todos nés
estamos expostos em algurr grau a radiac3o ionizante pela radia-
cfio ambiental {que varia muito de um local para outro), exposi-
¢do médica e epergia nuclear Infelizmente, ainda existem gran-
des 4reas de incerteza sobre a magnitude dos efeitos da radiagio,
especialmente a radiacfo de baixo nivel, nos riscos de cincer.

Carcindégenos Quimicos

O interesse no efeito carcinogénico das substiincias quimicas data
de pelo menos o século XVIII, quando se observou a alta inci-
déncia de clncer escrotal nos jovens limpadores de chaminés
Hoje em dia, h4 uma preocupacio quanto a muitos carcindgenos
quimicos possiveis, especiaimente o tabaco, os componentes da
dieta, os carcindgenos industriais e os dejetos téxicos. A docu-

mentaciio sobre o risco de exposiciio em geral € dificil, mas o

nivel de preccupaciio € tal que todos os clinicos devem ter um
conhecimento sobre o assunto e devem ser capazes de distinguir
os fatos bem-estabelecidos das dreas de incerteza e debate.
Uma drea importante na qual os fatores genéticos e ambien-
tais podem interagir para aumentar ou evitar os efeitos carcino-
génicos das substincias quimicas € nos genes que codificam
enzimas do metabolismo de drogas e substancias exégenas. Uma
classe de enzimas do metabolismo de drogas, codificadas pela
familia dos genes de citocromo P450 (CYP) (das quais existem
diizias e talvez mesmo centenas no genoma humano), é respon-
sdvel pela desintoxicacfio de substiincias exdgenas. Virios ge-
nes CYP sio polimérficos e s3o subjacentes ao metabolismo de
drogas (ver discussiio de farmacogenética no Cap. 12} Um po-

Fig. 16,16 Hibridizacio in sitt de fluorescéncia com sonda MYCN em neuroblastoma avancado A Metafase de uma célula tetrapldide de
neuroblastoma mostrando diminutos duplos A intensidade de sinal de fluorescéncia varia de acordo com o tarmanho do diminuto du-
plo e o nimero de copias de MYCN que contém As setas apontam os sinais de fluorescéncia que sutgem do locus normal MYCN no
cromossomo 2p distal B. Niicleo interfésico de células de neuroblastoma mostrando graus variados de intensidade de fluorescéncia
que surge de cromossomos diminutos duplos (Foto por cortesia de | Biegel. Children's Hospital of Philadelphia }

L.



limorfismo genético bem-estudado foi associado 2 suscetibilidade
ao cdncer de pulmio. A enzima aril hidrocarboneto hidroxilase
(AHH) é uma proteina induzivel envolvida no metabolismo de
hidrocarbonetos policiclicos, tais como os encontrados no fumo
de cigarros. A AHH converte os hidrocarbonetos na forma
epdxido, que € mais facilmente excretada pelo corpo, mas que
também € carcinogénica. A extensdo do metabolismo de hidro-
carbonetos é geneticamente controlada e apresenta variagio
polimérfica na populagio normal. As pessoas que t2m um alelo
de alta “inducibilidade”, particularmente os que sdo fumantes,
parecem correr um risco aumentado de cincer de pulmio. Os
dados indicam que o préprio fumo de cigarros induz a expressio
do gene CYPIA! (que codifica AHH) nas pessoas com um alelo
de alta “inducibilidade”. Por outro lado, os homozigotos para o
alelo recessivo de baixa “inducibilidade” parecem ser menos
propensos a desenvolver cincer de pulmao, possivelmente por-
que sua AHH € menos efetiva no que diz respeito a converter os
hidrocarbonetos em carcindgenos altamente reativos,

Um segundo polimorfismo da enzima citocromo P450, que
controla a habilidade em metabolizar o composto debrisoquina
{um agente blogueador beta-adrenérgico), também foi associa-
do a um aumento de suscetibilidade a0 cincer de pulmdo Uma
pequena proporgio de pessoas € de “metabolizadores pobres” de
debrisoquina e sio homozigotas para um alelo recessivo no gene
CYP2D6 no cromossomo 22, Estas pessoas parecem Ser mais
resistentes aos efeitos carcinog@nicos potenciais do fumo de ci-
garros ou carcindgenos pulmonares ocupacionais (tais como as-
bestos ou hidrocarbonetos aromdticos policiclicos) Os
“metabolizadores amplos” (homozigotos para um alele CYP2D6)
tém um risco quatro vezes maior de ciincer de pulmio que 05
“metabolizadores pobres”. O risco aumenta 18 vezes entre as
pessoas expostas rotineiramente a carcindgenos pulmonares.
Uma associagfo similar foi relatada para o cincer de bexiga

Embora a base genética e bioquimica exata para as diferen-
¢as aparentes na suscetibilidade dentro da populagdo normal ain-
da nfio tenham sido determinadas, estas associagdes podem ter
signiftcativas conseqiiéncias na sadde publica e podem, eventu-
almente, indicar um modo de identificar as pessoas que sio ge-
neticamente predispostas ao desenvolvimento de cincer.

CONCLUSAC

O cincer € um distiirbio genético no qual o controle da prolife-
ra¢do celular estd perdido. O mecanismo basico em todos os cin-
ceres € a mutac&o, seja na linhagem germinativa ou, com muito
mais freqiiéncia, nas células somdticas. Ainda resta muito a apren-
der sobre os processes gendticos da carcinogénese ¢ sobre os
fatores ambientais que podem alterar o DNA e assim levar & ma-
lignidade. E provdvel que novas descobertas sobre o papel fun-
damental das mudancas no DNA na carcinogénese levem, em um
futuro préximo, a modos methores e mais especificos de detec-
¢ao precoce, prevengao e tratamento das doengas malignas
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Problemas

I Um paciente com retinoblastoma tem um tnico tumor em um oiho
O outro olho estd livre de tumores Que etapas vocé tentaria para
determinar se ¢ urn retinoblastoma esporddico ou hereditdrio? Que
consulta genética vocé daria? Que informac#io-os pais dever rece-
ber antes de uma gestagio subseqiiente?

1]

Discuta os possiveis motivos pelos quais o cincer colorretal é um
céincer adulte, enquanto o retinoblastoma afeta criangas

3 Muitos tipos de tumor sdo caracterizados pela presenga de um iso-
cromossomo do braco longo do cromossomo |7 Cite uma possivel
explicaglio para este achado

4. Muitas criangas com anemia de Fanconi tém defeitos nos membros
Se uma crianga afetada precisz de uma cirurgia em um membro anor-
mal, que consideragBes especiais surgem?

3 Wanda, cuja irmd tem cincer de mama bilateral pré-menopausa, tem
um risco maior de desenvolver cincer de mama (de 30% a 50%) que
Wilma, cuja irmi tem cincer de mama pré-menopausa em apenas
uma mama (de 10% a 15%) Tanto Wanda quanto Wilma, entretan-
to, t€m umn risco maior que Winaie, que tem uma histéria familiar
totalmente negativa (cerca de 5% a 10%) Considerando a informa-
¢do deste capitulo e do Cap. 13, fornega uma explicagiio para estes
riscos empiricos



