Fvidéncias recentes indicam que aproximadamente
uma em quatro mortes seja hoje em dia devida ao
cancer e que mais da metade da populacio vai ser
diagnosticada com cancer invasivo em algum mo-
mento de suas vidas. Virios tipos de cincer estio
qumentando de freqiiéncia, principalmente devido
10 aumento relativo de grupos de pessoas mais ve-
lhas na nossa populacio. Como mostrado neste ca-
pitulo, as causas do cancer sio uma mistura de com-
ponentes do meio ambiente e alteracdes genéticas
que ocorrem nos nossos tecidos. A predisposi¢ao
herdada representa um papel em algumas familias.
Avangos importantes em biologia molecular e gené-
tica esclareceram os elementos moleculares basicos
do cincer e forneceram um perfil esquemitico dos
eventos celulares que levam ao cincer. Este entendi-
mento vai ser crucialmente importante no controle
do cincer, fornecendo o comeco da base de conhe-
cimento que deve levar a terapias significativamente
melhores e, possivelmente a prevencao.

O “cincer” é uma cole¢io de doengas que com-
partilham a caracteristica comum de crescimento
celular incontrolado. Isto leva a uma massa de célu-
las denominada neoplasia (do grego, “nolva forma-
¢40”), ou tumor. A formagio de tumores € chaxpada
de tumorigénese. Varios eventos-chave precisam
OCOrrer para as células escaparem das restricoes que
®¥itam a proliferacio incontrolada. Sinais ad1c1orzlals
de crescimento devem ser produzidos e processacos

P : ' e
€as células devem tornar-se resistentes a0s sinais qu
mo estas ca-

la »
; rumor) reque
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estado maligno, no qual a neoplasia invade os teci-
dos proximos e se espalha (metastase) para locais
mais distantes no corpo. A capacidade de invadir e
de formar metdstase distingue as neoplasias malig-
nas das benignas.

Os tumores sao classificados de acordo com o tipo
de tecido em que eles surgem. Os principais tipos de
tumor incluem os do tecido epitelial (carcinomas,
0s tumores mais comuns), os de tecido conjuntivo
(sarcomas), os de tecido linfitico (linfomas), os das
células glia do sistema nervoso central (gliomas) e
os dos 6rgaos hematopoéticos (leucemias). As célu-
las que compdem o tumor sdo geralmente derivadas
de um unico ancestral celular, tornando-o um clone
unico (monoclonal).

Virias das caracteristicas basicas da carcinogé-
nese (desenvolvimento do cincer) sio agora com-
preendidas. Ao longo de nossas vidas, varias de nos-
sas células continuam crescendo e se diferenciando.
Elas formam, por exemplo, as camadas epiteliais dos
nossos pulmoes e colons e os precursores das nossas
células imunes. Células-tronco relativamente indi-
ferenciadas produzem inumeras células genitoras
para repovoar e renovar as nossas camadas defensi-
vas gastas. Por meio da integracio da informacao
providenciada por um arranjo complexo de sinais
bioquimicos, as novas células sio designadas a para-
rem de se dividirem e se comprometerem com o0 tipo
celular apropriado para a sua heranga e circunstan-
cias (Fig. 11.1).

Ocasionalmente, uma destas células vai fracassar
em se diferenciar e vai comegar a se dividir sem con-
rrole. Os descendentes destas células podem se tor-
nar os fundadores das neoplasias, capazes de se trans-
formarem em cancer metastatico. Nossos objetivos
sio entender em detalhes o que deu errado neste tipo
de célula marota, detecti-las inicialmente em suas
carreiras e, finalmente, intervir no seu desenvolvi-
mento para elimina-las.
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Diferenciacao

Crescimento €
divisao celular

Morte celular

FIGURA 11.1 m Em resposta 2 sinais. do meio gmbieqte,
uma célula pode continuar a s€ dividir, ou se diferenciar,

ou morrer (apoptose).

= As células do corpo sao “nrogramadas” para Se desenvolver,

crescer, diferenciar e morrer em resposta a um complexo siste-
ma de sinais bioguimicos. 0 cancer resulta da emergéncia de um
clone de células livres destas restricoes de programacao desen-
volvimental e capazes de proliferagao impropria.

CAUSAS DO CANCER

Consideracoes Genéticas

Alteracdes genéticas nos sistemas regulatorios da
célula sio a base primdria da carcinogénese. Pode-
mos criar cincer em modelos animais danificando
genes especificos. Em um sistema de cultura celu-
lar, n6s podemos reverter um fenétipo de cancer
introduzindo na célula copias normais dos genes
danificados. A maioria dos eventos genéticos que
causam cancer ocorre ao longo da vida do indivi-
duo, nos seus tecidos somaticos. A freqiiéncia des-
tes eventos pode ser alterada por exposi¢do a muta-
génicos, estabelecendo assim, uma ligacio aos car-
cinégenos do meio ambiente (agentes causadores
de cancer). No entanto, como estes eéventos 0cor-
rem em células somaticas, eles nio sio transmiti-
dos para geracoes futuras. Ainda que existam even-
tos genéticos, eles ndo sao herdados.

Também € possivel que mutacgoes de predisposi-
¢A0 a0 cancer ocorram nas células da linhagem ger-
minativa. Isto resulta em transmissdo dos genes cau-
sadores de cincer de uma geracio para a outra, pro-
duzindo familias que tém alta freqiiéncia de cince-
res especificos (Fig. 11.2). Estas “familias de cancer”
ajnda que raras, demonstram que a heranca de un;
gene danificado pode causar cancer. Nestas familias
a heranca de um alelo mutado parece ser suﬁcie‘nte’
para causar uma forma especifica de cincer; pratica-
mente todos os individuos que herdam o alelo mu-
tado vdo desenvolver o tumor. Isto porque cada uma
de suas células carrega agora o gene alterado e, as-
sim, ja deram o primeiro passo rumo ao cincer, O
cancer de olho infantil, retinoblastoma, é um hom
exemplo. Como discutido no Capitulo 4, aqueles que

herdam a versao mutante do gene do retinoblagt,,
ma tém aproximadamente 90% de chance de desen:
volver um ou mais tumores retinoblastoma.

Enquanto a transmissao do cancer como umg (.
enca de gene tinico € relativamente incomum, exjg,
hoa evidéncia de agrupamentos mais freqientes
alguns tipos de canceres em familias. Para virios tipog
de cancer, como o de mama e o de célon, o diagnég.
o do cincer em um parente de primeiro grau imp|j
ca pelo menos um aumento de duas vezes na chance
de uma pessoa desenvolver o cancer. Uma base geng¢.
tica para este agrupamento familiar de cancer ¢ syge.
rida mas permanece nao especificada. Entretanto, ¢
possivel que a transmissao genética de formas altera-
das de genes especificos sejam responsavess.

A extensio do quanto cada um destes mecanis-
mos — mutacdes herdadas na linhagem germinativ,
versus mutacoes que ocorrem nas células somiticas -
contribui para o cincer humano € uma questio im-
portante. Se as predisposi¢oes herdadas sio signifi-
cativamente determinantes no risco de um indivi-
duo desenvolver um determinado tipo de cancer, seria
possivel identificar individuos nos quais o risco € ele-
vado. O rastreamento mais intenso das populagoes
de alto risco poderia resultar em detecgao prevent-
va e intervencio, levando a prognésticos melhores
para individuos e diminui¢do da morbidade e da
mortalidade na populacao.

e e e i ——————————

m A causa basica do cancer € o dano a genes especificos. Geral-
mente, mutacoes nestes genes se acumulam em ceélulas somati-
cas ao longo dos anos, até que a célula perde um numerc critico
de mecanismos de controle do crescimento e inicia um tumor. Se
o dano ocorrer nas células da linhagem germinativa, porem, uma
forma alterada de um destes genes sera transmitida para a pro-
génie e predispd-los ao cancer. 0 risco maior de cancer nestes
individuos se deve ao fato de cada uma de suas células ja ter dado
0 primeiro passo de uma série rumo ao cancer.

Considerac6es Ambientais

Qual o papel do meio ambiente na carcinogeénese’
Ao nivel da celular, o cincer parece ser intrinseca-
mente genético. Os tumores celulares surgem quat”
do determinadas mudancas, ou mutagdes 0corren
em genes responsaveis pela regulacio do crescimen”
to da célula. Todavia, a freqiiéncia e as conseqiien-
cias destas mutagdes podem ser alteradas por U™
grande nimero de fatores ambientais. Estd bem dQ"
cu.mentado, por exemplo, que vérias substincias qui-
gﬁscis ql‘;eé causam mutacio em animais experimen”

ambem caus A ERE i e inOfe”
A8 Matk ainda,?\: t;(a)l:cacn'“e sao: asiql.lil, ‘.ﬂ}‘f‘:,dlrun

. § agentes ambientals |

estimular o crescimento de células gcncticmncn“'
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FIGURA 11.2 m Heredograma de cancer de célon familiar. Os simbolos escuros representam individuos diagnosticados

com cancer de célon.

alteradas sem causarem novas mutacdes diretamen-
te. Assim, € freqlientemente a intera¢io de genes com
o meio ambiente que determina a carcinogénese;
ambos representam papé€is-chave neste processo.

Dois argumentos adicionais ap6iam a idéia de que
a exposicao a agentes ambientais pode alterar signi-
ficativamente o risco individual de cancer. O primeiro
¢ que inimeros agentes ambientais com proprieda-
des carcinogénicas ja foram identificados. Por exem-
plo, ja se mostrou que o cigarro causa cincer de pul-
mio e outros tipos de cincer; em ambos 0s casos
mediante estudos epidemiologicos e de experimen-
tos em laboratério. Os papéis de outros agentes am-
bientais em cinceres especificos também estio bem
documentados (ex., poeira de urdnio em cancer de
pulmio dentre os mineiros, exposi¢ao a amianto em
cincer de pulmio e mesotelioma).

O segundo argumento € fundamentado em com-
paracoes epidemiologicas entre populacdes com es-
tilos de vida diferentes. Viarios tipos de canceres tém
freqiiéncias bastante diferentes em diversas popula-
¢oes. O cancer de mama, por exemplo, € prevalente
entre mulheres dos EUA e do norte da Europa, mas
relativamente raro entre mulheres de paises em de-
senvolvimento. E geralmente dificil determinar se
estas diferencas refletem diferengas no estilo de vida
Ou em freqiiéncias génicas.

O exame de populagbes geneticamente semelhan-
tes mas que tém diferentes estilos de vida, porém,
fornece uma oportunidade de avaliar os componen-
(€S genéticos e ambientais do cancer. Estudos epide-
miol6gicos em populagdes japonesas migrantes, por
exemplo, revelaram achados importantes no que diz
respeito ao cincer de célon. Este tipo de cancer €
felativamente raro em populagdes japonesas moran-
do n’ojapao, mas € a segunda forma de cincer mais

“omum nos EUA. O cincer de estdbmago, por outro

lado, é freqiiente no Japdo, mas relativamente raro
nos EUA. Estas estatisticas ndo permitem a distin-
cio das influéncias genéticas das ambientais nas duas
populacdes. No entanto, devido ao grande nimero
de japoneses que emigraram primeiro para o Havai
e depois para os EUA, podemos observar o que acon-
tece com as taxas de cincer de c6lon e de estomago
entre 0s emigrantes. E importante ressaltar que vi-
rios dos emigrantes japoneses mantiveram a identi-
dade genética, casando-se principalmente entre eles
proprios.

Na populacio dos EUA como um todo, o risco
de um cancer de célon é de aproximadamente 5 %;
no Japio, este risco € dez vezes menor, somente 0,5 %.
Entre os japoneses da primeira geracao no Havai, a
freqiiéncia de cancer de colon cresceu varias vezes —
ainda n3o tao alta como nos EUA, porém maior que
no Japio. Entre os japoneses da segunda gera¢ao nos
EUA, o risco de cancer de célon é de 5%, igual a
média dos EUA. Ao mesmo tempo, o cincer de es-
tomago € relativamente raro entre os japoneses-nor-

* te-americanos. Estas observagdes sugerem fortemen-

te um papel importante do meio ambiente e do esti-
lo de vida na etiologia do cancer de colon.

Podemos supor entdo que os fatores genéticos nao
possuem nenhum papel no cancer de colon? O fato
é que no meio ambiente dos EUA alguns individuos
vao desenvolver cancer de colon e outros nao. Esta
distin¢io pode resultar de diferencas dentro deste
meio ambiente (ex., variacio na dieta), bem como
das diferencas das predisposi¢oes genéticas: genes
herdados que aumentam a probabilidade individual
de desenvolver ciancer. Para justificar a diferenca na
freqiiéncia do cancer de c6lon entre os japoneses que
moram nos EUA e os que moram no Japio, porém,
argumentamos que os fatores ambientais no Japio
tornam os genes de predisposi¢io menos penetran-
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tes. Mais ainda, um componente genético ¢ fort.e-
mente sugerido pelo aumento de varias vezes nO r1s-
co de um individuo quando um parente de primeiro
grau tem cincer de célon. E provivel, entao, que 0
risco de cAncer seja uma composigio de ambos 0s
fatores genéticos e ambientais, com interagoes entre

estes dois componentes.

A N T TR P D UM
m Os fatores ambientais representam papéis importantes na car-

cinogénese. No entanto, o risco total de um individuo desenvolver
cancer depende da combinacao de fatores herdados com compo-

nentes ambientais.
R o it 7\ N “ilin Vil G T S

GENES DE CANCER

Controle genético do crescimento celular
e da diferenciacao

Os canceres se formam quando emerge um clone de
células que perdeu os controles normais sobre o cres-
cimento e a diferenciacdo. Mais de 100 genes causa-
dores de ciancer que codificam proteinas que parti-
cipam nesta regulacio ja foram identificados. A ca-
racterizacio de atividades bioquimicas e de intera-
¢oes destes produtos génicos revelou um retrato de-
talhado da regulacio normal do crescimento e da
diferenciacio celulares e as maneiras de como estes
processos se tornam desregulados por eventos de
carcinogenese.

Varias caracteristicas deste processo fundamen-
tal jd sao compreendidas (Fig. 11.3). Um componente
da regulacdo celular é mediado por sinais externos
que chegam até a célula através de fatores de cres-
cimento (ex., fatores de crescimento derivados de
plaquetas, fatores de crescimento epidermais, hor-
monios esteroides) produzidos por outras células.
Cada fator de crescimento interage com receptores
de fatores de crescimento especificos localizados
na superficie celular. A ligacio do fator de Cresci-
MENto ao receptor ativa o receptor, ativando molé-
culas que enviam mensagens para o nicleo celular

em um processo denominado transducio de sinal
Estas moléculas de transdugio de sinais incluem ci-

nases proteicas, como a tirosina cinase SI'C, a cinase
proteica ativada por mitégeno (MAPK) e a cinase

jun (Junk), que podem alterar a atividade de protei-
nas-alvo marcando-as em sitios especificos com uma

molécula de fosfato(fosforilacio). O estagio final da
via de transdugdo de sinal € a regulagio da transeri.
¢do do DNA no niicleo. Componentes da cascata de
transdugdo de sinais interagem com fatores de trans.
cri¢do nucleares que regulam a atividade de genes
especificos cujos produtos proteicos podem influen.

ciar o crescimento celular ¢ 2 proliferacio. Genes
que codificam estes fatores incluem MYC, p)¢ Q
JUN. . R
Depois de varios ciclos de? dl}flsao celular, a5 ¢
lulas normalmente recebem sinais que as dizem pyp,
pararem o crescimento e se dlferenqarem em cély-
las especializadas. Os sinais podem vir de polipept;.
deos, de hormonios esterdides, do contato direto copy,
células adjacentes, ou de programas internos que
definem o nimero de divisoes celulares permitidag.
Os sinais sio transduzidos até o nicleo da célyly re.
ceptora. Nesse caso, por meio da alteracio dos Da-
drées de transcri¢cio dos genes que governam os Das-
sos do ciclo celular, eles reprimem genes que Pro-
movem a divisio celular e induzem genes que in;.
bem a entrada no ciclo de divisio celular.

m A regulacdo do crescimento celular € acompanhada de syps-
tancias que incluem (1) fatores de crescimento que transmitem
sinais de uma célula para a outra; (2) receptores especificos para
os fatores de crescimento; (3) moléculas de transducao de sinajs
gue ativam uma cascata de reacoes de fosforilacao dentro da
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FIGURA 11.3 g Caracteristicas principais da regulagac

Celular. Fatores de crescimento externos (proteinas ¢

ho.rmon..os esterdides como o fator de crescimento
€pidérmico) se ligam
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célula e (4) fatores de transcrigao nucleares. A ¢célula Integra e
interpreta os sinais recebidos do SeU ambiente. As decisoes de

crescer e se dividir, ou de parar o crescimento e se diferenciar
resultam do processamento destes sinais.
 _—§_

Uma celu}a cancerosa pode emergir a partir de
uma populagio de células em crescimento por meio
do acimulo de mutacdes nestes genes regulatérios.
Ainda que estas mutagdes ocorram apenas raramen-
te, estas c€lulas podem deixar de responder aos si-
nais de diferenciacdo e continuarem a se dividir ao

invés de entrarem no programa de diferenciacio
normal. Mais ainda, o cancer parece ser quase sem-
pre resultado de uma série de eventos progressivos que
aumentam a extensao da desregulacio dentro da li-
nhagem celular. Finalmente, emerge uma célula cujos
descendentes se multiplicam sem os controles apro-
priados. Mudancas adicionais dio a estas células ca-
pacidade de invadirem tecidos adjacentes e forma-
rem metastase. Cada uma destas mudancas envolve
mutagoes, € a necessidade de mais de uma mutacio
ja foi caracterizada como conceito multievento
(multi-bit) da carcinogénese. Um exemplo deste
conceito € dado pelo cancer colorretal, no qual vari-
0s eventos genéticos sao necessarios para completar
a progressdo do crescimento benigno para a neopla-
sia maligna (veja discussao posterior).

® As mutacoes podem ocorrer em qualquer um destes passos en-
volvidos na regulacao do crescimento celular e na diferenciacao.
0 aciimulo destas mutacdes em uma linhagem celular pode resul-
tar em desregulaco progressiva do crescimento, finalmente pro-

duzindo uma célula tumoral.

e

Gene de cancer herdado versus gene
somaticamente alterado

Ainda que '”‘/‘famﬂias de cancer” ja tivessem sido re-
conhecidas hd muito tempo, somente N0 COMeCo dos
anos 1970 se comecou a entender a relagdo entre as
aberracdes genéticas herdadas e os eventos carcino-
génicos que ocorrem nos tecidos somaticos. Em
1971, a analise de A.G. Knudson do retinoblastoma,
uma doenga anteriormente mencionada como mo-
delo de cancer herdado, levou-o a hipétese que abriu
uma nova janela para o mecanismo da carcinogépe—
se. Na forma genética do retinoblastoma (veja o
Capitulo 4), um individuo afetado geralmente tem
um dos pais afetados e existe 50% de chance da trans-
Missio genética para cada um dos filhos. I.\Ta’ forma
esporidica (nio-herdada), nenhum dos pais ¢ afeta-
do nem existe risco adicional para a progénie. Uma
caracteristica-chave que distingue as duas formas é
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que o retinoblastoma herdado é geralmente bilate-
ral (afetando ambos os olhos), enquanto o retino-
blastoma esporadico usualmente envolve apenas um
inico tumor e assim afeta somente um tnico olho
(unilateral).

Knudson raciocinou que pelo menos duas muta-
¢oes deviam ser necessarias para a criagio do retino-
blastoma. Uma das mutacdes alteraria o gene do reti-
noblastoma; se isto acontecesse na linhagem germi-
nativa, estaria presente em todas as células de uma
crianca que tivesse recebido o alelo mutante. A se-
gunda mutacio seria adicional, um evento genético
nio-especifico em uma célula ji alterada. A hipotese
de um segundo evento era necessaria para explicar por
que somente uma pequena fragio dos retinoblastos
de um individuo realmente origina os tumores. A hi-
pétese de Knudson é conhecida como o modelo de
carcinogénese de dois eventos (two-hit).

O retinoblastoma familiar seria, entdo, causado pela
heranca de um dos eventos genéticos como mutagao
constitutiva (i. e., uma mutacdo presente em todas as
células do corpo). Individuos que herdaram um even-
to precisariam somente de evento mutacional adicio-
nal em um Wnico retinoblasto para que a célula geras-
se um tumor. Por outro lado, nos casos esporadicos,
ambas as mutacdes deveriam ocorrer independente-
mente no mesmo retinoblasto, uma combinacio alta-
mente improvavel de eventos raros considerando as
milhares de células do tecido-alvo. A crianca que de-
senvolvesse o retinoblastoma por esta via de dois even-
tos sormdticos improvavelmente desenvolveria mais de
um tumor. O individuo que herdasse o gene mutante
do retinoblastoma, no entanto, precisaria somente de
um unico evento genético adicional em um retino-
blasto para que um clone tumoral se desenvolvesse.
Knudson argumentou que este evento era provavel
de ocorrer em virios retinoblastos de cada portador
do gene mutante herdado, explicando, assim, a bila-
teralidade do retinoblastoma herdado.

Um corolario importante desta hipotese de dois
eventos € que os genes nos quais as mutagoes herda-
das causam sindromes de cancer familiar podem ser
OS MesSmos que 0s que geram O cancer comum por
mutac¢ao somatica. Compreendendo a natureza dos alelos
mutantes berdados nas rarvas familias de cancer, conseqiien-
temente, entenderemos melbhor a via somdtica do cancer co-
mum também. A reciproca também € verdadeira: a
compreensao dos genes somaticamente mutados pode
ajudar na compreensio das versdes herdadas.

™ A teoria da carcinogénese de Alfred Knudson para o retino-

hlastoma tornou-se o paradigma para um modelo (que descreve
como a heranga de gene alterado predispde ao cincer o porta-
dor do gene. A teoria diz que uma célula pode iniciar um tumor
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somente quando contém dois alelos danificados; conseqiente-
mente, uma pessoa que herda uma copia mutada do gene do
retinoblastoma precisa sofrer uma segunda mutagao em um o.u
mais retinohlastos para que possa desenvolver um ou mais reti-
noblastomas. Duas mutagdes sométicas também podem ocorr.er
em um unico retinoblasto de um feto nao predisposto, produzin-

do retinoblastoma esporadico.
SO SEUNOVIASIOMA, 0SPOTANILY, | osogpais 1o LIRS S

PRINCIPAIS CLASSES DE GENES
DE CANCER ,,

Genes de cancer podem ser classificados em tres ca-
tegorias principais: aqueles que normalmente inibem
a proliferacio celular (supressores de tumor), aque-
les que ativam a proliferagio (oncogenes) e aqueles
que participam no reparo de DNA. Cada uma des-
tas categorias sera discutida.

Genes Supressores de Tumor

Se o primeiro evento em um modelo de dois eventos
é uma mutacio herdada, qual a natureza do segundo
evento? Mais uma vez com o retinoblastoma como
paradigma, duas possibilidades parecem plausiveis a
principio: (1) a segunda mutacio poderia afetar a
funcdo de um gene distinto do gene do retinoblasto-
ma, e a presenga de dois genes mutantes na mesma
célula resultaria no tumor; ou (2) o segundo evento
poderia inativar ou alterar a cépia restante (normal)
do gene do retinoblastoma. Se a segunda possibili-
dade estivesse correta, o segundo evento poderia al-
gumas vezes envolver a perda de um cromossomo
ou uma delecio extensa de uma regiao cromossomi-
ca especifica que contém o gene do retinoblastoma.

Estas perdas cromossomicas em larga escala poderi-

am ser detectadas com marcadores de DNA locali-
zados no cromossomo que contém o gene do reti-
noblastoma.

De fato, perdas de marcadores de DNA proxi-
mos ao gene do retinoblastoma (RBI) no cromos-
somo 13 ocorrem em mais de 50% dos retinoblas-
tomas. Varios mecanismos, incluindo mutacio de
ponto, delecdo e recombina¢io somidtica, podem
produzir esta perda (Fig. 11.4). A observacio da
perda de DNA mostra que o segundo evento, que
ocorre no feto durante o periodo no qual os reti-
noblastos estdo se dividindo e se proliferando ra-
pidamente, removeu o alelo normal restante deste
gene. Isto implica que a célula com um alelo RB7
mutado e um alelo RBI normal ndo pode formar ¢
tumor. Assim, o produto do gene normal, mesmo
quando presente em uma unica cépia, evita a for-
macido do tumor. O termo supressor de tumor

——

foi cunhado para descrever o gene RBI e umg |,

crescente de outros genes associados a0 cincer gy
meio deste mecanismo (labela 11 1,

operam por
20 genes supressores de tumy,

Até hoje, mais de
foram identificados.
Uma caracteristica dos supressores de tumor ¢ ,

fato por vezes complexo c}e que muFa?F)es h.erdadag
sio alelos domuinantes nO nivel do individuo (i. e., he.
terozigotos geralmente desenvolvem a doenca), mge
eles sio alelos recessivos noO nivel da célula (célylye
heterozigotas ndo formam tumores). Esta contrad;.
cdo aparente € resolvida pela percepeio de que, em
individuos que herdaram o primeiro evento, um se-
gundo evento que Ocorra em qualqugr uma das cé-
lulas vai causar um tumor. Como existem milhares
de retinoblastos-alvo no feto em desenvolvimento,
‘ndividuos heterozigotos formam, na média, virios
retinoblastos homozigotos para a mutagao em RB].
Cada uma destas leva ao retinoblastoma. Assim, o
que é herdado como um trago autossomico domi-
nante é uma forte predisposicdo geneética para a for-
macio de tumor (i. €., 0 primeiro evento). A pene-
trancia reduzida da mutagio no retinoblastoma
(90%) é explicada pelo fato de que alguns individuos
que herdam a mutagio causadora da doenga nio ex-
perimentam um segundo evento em nenhum de seus
retinoblastos.

Uma propriedade geral dos supressores de tumor
é que eles normalmente bloqueiam a proliteracio
celular incontrolada que pode levar ao cancer. Ge-
ralmente, isto € feito pela participacio nas vias que
regulam o ciclo celular. Por exemplo, a proteina co-
dificada por RBI (pRb) € ativa quando esta relativa-
mente nao-fosforilada, mas é sub-regulada quando
¢ fosforilada por uma cinase dependente de ciclina
(CDK) imediatamente antes da fase S do ciclo celu-
lar .(V€ja o Capitulo 2). No seu estado ativo, hipofos-
torilada, pRb se liga a membros do complexo de
transcri¢do E2F, inativando-os (F ig. 11.5). A ativl-
dade de E2F € necessiria para a progressio da fase
S; entdo, sua Inativacao por pRb paralisa o ciclo CC‘/‘
lular. A PRb serve, assim, como um “freio” que ¢
normalmente aliviado somente quando pRb ¢ inati-
nga pela fosfor ilacdo por CDK. Posteriormente, 10
ciclo celular, torna-se reativada quando os grupamett
tos fosfato sio removidos. No entanto, as mMutagoes

de perda de funcio em RBI, e em alguns casos hi-

e " X i Z g v I
b rinetllagao de sua regido 5, podem levar a nat

e. Sem este freio no ciclo celulat

controliveis.

Mutactes co : o
tes inibif(? ¢85 com perda de funciio' em outros 1t
lar desre l‘1108 também podem levar ao ciclo celu-
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[ Heranca do

primeiro evento

THEY

FIGURA 11.4 m Pessoas que g U
herdam uma mutacao em RB1 sao

heterozigotas para a mutacao em
todas as células do seu corpo. O
segundo “evento” ocorre durante
o desenvolvimento embrionario e
pode consistir em uma mutacao de
ponto, uma delecao, perda de um
cromossomo normal e duplicacao
do anormal ou recombinacao
somatica. Cada processo leva a
homozigose para o alelo mutante
RB1 e, assim, ao desenvolvimento
do tumor (Modificado de Cavenee
WK, Dryja TP, Philips RA, et al.
[1983] Expression of recessive
alleles by chromosomal mecha-
nisms in retinoblastoma. Nature

305:779-784.) |

RB1

DNA constitutivo
heterozigoto para RB1

Normal

Segundo evento DNA do tumor
durante o homozigoto
desenvolvimento para RB1
embrionario

Perda

e e reduplicacao

RB1

<
RB1 E Delecao
==
Mutacao no
i % gene normal
@
RB1 RB1 Recombinacao

somatica

G0 B (IR
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mor codificam inibidores de cinases dependen-
tes de ciclina (veja Fig. 11.5), que inativam as (;DK
e, assim, evitam que elas fosforilem as proteinas-
alvo tais como pRb. Supressores de tumor também

podem controlar a proliferagdo celular por inter-
médio de seus efeitos na transcri¢ao ou em intera-
coes célula-célula (alguns exemplos serao discuti-
dos mais adiante). Mais uma vez, mutagocs nestes
genes podem levar a divisao celular irrestrita e, fi-

nalmente, ao cancer.

@ A descoberta de que o retinoblastoma resu!ta (!uando ambos 0s
alelos do mesmo locus no cromossomo 13 sa0 inativados no mesnl;o
retinoblasto levou ao conceito de genes supresssoﬁres de tumor. 0s
produtos destes tipos de genes gvitam 2 formagao de tumoruzo;
Mﬁo do controle de crescimento € podem fazer isto n;‘estl:oﬁgs 5
célula contenha apenas uma versao normal do gene. Mutag

inati spias do gene supressor
| e inativam ambas as com?s
e roliferacao celular incontrolada.

de tumor podem levar 2

Devido ao papel essencial dos supressores de tu-
mor na prevencao da formacio do tumor, o seu es-
tudo fol considerado de significincia médica. En-
tendendo como o cancer € naturalmente suprimido
pelo corpo, poderemos, ao final, desenvolver terapias

médicas mais eficientes para a prevencio e para o
tratamento do tumor.

Oncogenes

Uma segunda categoria de genes que podem cau-
sar cancer ¢ denominada oncogenes (i. e., “genes
de cancer”). A maioria dos genes se origina de pro-
to-oncogenes, genes envolvidos em quatro regu-
ladores bésicos do crescimento normal da célula
mencionados anteriormente (fatores de crescimen-

to, receptores de fatores de crescimento, molécu-
las transdutoras de sinal e fatores de tr

ANSCricio
nuclear). Quando uma mutacio ocorre e

m um pro-
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TABELA 11.1 m Exemplos de Genes Supressores de Tu

Gene (genes relacionados
entre parénteses)

GENETICA MEDICA

Localizacao
cromossomica

Fungao do produto
do gene

Freio no ciclo celular; liga-se a0

Fator de transcri¢io; induz parada no ciclo

Fator de transcrigio zincfinger; liga-se ao
gene do fator de crescimento epidérmico

Transduz sinais do fator B transformante

Reparo de erro de pareamento no DNA

13q14 Henel? E0E
sl 1 complexo de fator de transcricio E2F
APC 5q21 [nterage com B-catenina na via
‘ de sinalizacdo de Wnt

NFI 17q11 Sub-regula a proteina ras
NF2 22q12 Regulagio do citoesqueleto
TP53 17p13

celular ou apoptose
VHL 3p25 Regula alongamento transcricional
WTI 11pl13
CDKN2A(p15) 9p21 Inibidor de CDK4
BRCA1I 17q21 Interage com o complexo protéico

de reparo do DNA BRCA2/RADS1
BRCA2 13ql2 Interage com a proteina de reparo

do DNA RADS]1
PTEN 10q23 Fosfatase
ATM 11q22 Cinase proteica, fosforila BRCAI

' em resposta ao dano no DNA
CHK2 22ql2 Fosforila p53 e BRCALI
PTC 9q22 Receptor de sonic hedgebog
DPC4 18q21
| de crescimento

MLH 3p2l
MSH?2 2p22

to-oncogene, este pode tornar-se um oncogene,
um gene cujo produto constantemente ativo pode
levar ao crescimento e a proliferacio celular des.

Reparo de erro de pareamento no DNA

mor e seus Papéis no Cancer Herdado

Doencas causadas por Mutacoes
na linhagem germinativa

Retinoblastoma, OSteossarcoma
Polipose adenomatosa familj,;

Neurofibromatose tipo |
Neurofibromatose tipo 2

Sindrome de Li-Fraumen;

Doenga de von-Hippel Linday
(cancer renal)

Tumor de Wilms

Melanoma familiar

Cancer de mama/ovario familiar
Cancer de mama familiar

Sindrome de Cowden (cinceres
de mama e de tirdide)

Ataxia-telangiectasia, evidencia
conflitante de envolvimento
direto no cancer de mama

Sindrome de Li-Fraumeni

Sindrome de Gorlin
(carcinoma de células basais,
meduloblastoma)

Polipose juvenil

HNPCC
HNPCC

de fungdo (estas e outras diferencas sao resumidas na
dabela 1 1°2) "Aiaioria dos genes supressores de tu-

o4 YN A e
e Fgm—?t’v‘?-'hb " ' « ¥
A M .;‘ - . .
. ) '|"' ; - -'

regulada. Quando uma célula prossegue de cres-
cimento regulado para desregulado, a célula € djta
transformada.

Ao contririo dos genes supressores de tumor, os
oncogenes sao geralmente dominantes no nive] ce.
lular: somente uma tnica copia do oncogene muta-
do € necessaria para contribuir para o processo de
multiplos eventos da progressio do tumor. Enquan-
to 0s supressores de tumor sio tipicamente desabjl;-
tados por mutagées de perda de funcio, os oncoge-
nes sio tipicamente ativados por mutacoes de ganho

mor Sgbldamente exibe mutagdes na linhagem ger-
minativa que causam sindromes de cincer herdadas
(ex., retinoblastoma, sindrome de Li-F raumeni). £m

t¢ encontrados em tumores esporadicos, mutagoes
icopenasing linhagem germinativa que causam
smdrcimes de cincer herdadas si0 incomuns (raras
;ccegoes Serao relacionadas depois nesta discussio).

eSta’secao, revisamos trés abordagens que foram
utilizadas para identificar oncogenes especificos:

definica | ' eCCi
¥40 Tetroviral, experimentos de transfeccio ¢
Mapeamento de tumores
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Via de

Via de parada
apoptose

O CICIO celular

FIGURA 11.5 m A regulacdo do ciclo celular é acompanhada por uma série complexa de interacoes entre ativadores e
repressores do ciclo pRb e age como um freio mestre no ciclo celular pela ligagdo ao complexo de transcri¢ao E2F,
parando o ciclo celular antes que a fase S comece. O complexo de ciclina D-CDK4 inativa pRb fosforilando-a, liberando
assim o complexo E2F e permitindo que a célula progrida através da fase S. Inibidores CDK como pl16 e p21 inativam
CDK, agindo, assim, como um outro freio no ciclo. p53, agindo por intermédio de p21, pode tanto parar 0 ciclo celular
como induzir apoptose em resposta ao dano no DNA.

e ——————————————————

m Proto-oncogenes codificam produtos que controlam o cresci-  Retrovirus

mento e a diferenciacao celular. Quando mutados, eles podem , f |
tornar-se oncogenes, que causam cancer. A maioria dos oncoge- Retrovirus sao um tipo de virus com RNA capa-

nes age por intermédio de mutagdes dominantes de ganho defun- zes de transcrever RNA em DINA utilizando trans-
¢d0 que levam 2 desregulacao do controle do ciclo celular. Em  criptases reversas. Desta forma, o genoma de RNA
contraste com os genes supressores de tumor, a maioria dos on- do virus € convertido em DNA, que pode ser inse-
cogenes nio exibe mutagdes na linhagem germinativa que cau- rido no cromossomo da célula hospedeira. Os on-
sam sindromes de cancer herdadas. Ao contrario, mutagdes so-  cogenes foram primeiramente identificados pelo
maticas sdo vistas levando a canceres esporadicos. ~ estudo de retrovirus que causam cancer em siste-

"TABELA 11.2 m Comparacao de Caracteristicas-Chave dos Genes Supressores de Tumor e dos Oncogenes

Genes supressores de tumor Oncogenes

Funcio da versio normal Regula o cres.cimen.to e a proliferacio Promove o crescimento e a proliferacao
celular; pode induzir apoptose celular

Mutagio (no nivel celular) Recessivo (ambas as copias do gene Dominante (uma tinica cépia do gene
inativadas) mutado)

Efeito da mutagio Perda de fungao 4 Ganho de funcio

Vista na maioria dos genes supressores

. Vista somente em poucos oncogenes
tesultando em sindromes de cincer  de tumor
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<50 alterada do gene humano que codifica um fatoy
de crescimento derivado 46 plaqueta (PDGF). ..
tudos com retrovirus identificaram o gene que co ;.
tca a molécula receptora de outro fator de cregei.

mento, o fator de crescimento epidérmico (EGF),
por meio do oncogene ERBB.. Os oncogenes RAS
(sarcoma de 74t0), Harvey e Kirsten, foram prime;.-
~amente identificados através de retrovirus transfor-
mantes e estio alterados em pelo menos 25% dos
canceres. Retrovirus transformantes também iden-
tificaram os genes de fatores de transcri¢do nuclea-
res, MYC, FUN e FOS como outras moléculas com-
ponentes, capazes de iniciarem a transformacio ce-
lular. A Tabela 11.3 fornece alguns exemplos de pro-

to-oncogenes.

mas animais. Estes retrovirus carregam para a cé-
lula versdes alteradas de determinados genes pro-
motores de crescimento. Em um ciclo anterior de
infeccdo, um retrovirus pode ter incorporado um
oncogene mutado a partir do genoma de seu hos-
pedeiro. Quando o retrovirus invade uma nova
célula, ele pode transferir o oncogene para O ge-
noma de seu novo hospedeiro, transformando, as-
sim, a célula.

Intimeros produtos génicos que recebem e inter-
pretam sinais extracelulares para o crescimento € a
diferenciacio foram identificados por meio de on-
cogenes carregados por retrovirus transformantes.
Por exemplo, o oncogene v-sis, carregado pelo virus
sarcoma s7mio, foram identificados como uma ver-

TABELA 11.3 ® Exemplos de Oncogenes e seus Papéis no Cancer

Localizacao

cromossomica Funcao proposta Tumor associado

Oncogene

Genes de Fatores de Crescimento
HST 11ql3
SIS 22ql2

Carcinoma de estdbmago
Glioma (tumor cerebral)

Fator de crescimento do fibroblasto

Subunidade B do fator de crescimento
derivado de plaquetas

Genes de receptores de fatores de crescimento

RET™ 10q Receptor de tirosina cinase Neoplasia endécrina multipla;
| carcinoma de tiredide
ERBB 7pl2 Receptor do fator de crescimento Glioblastoma (tumor cerebral); cincer
epidérmico de mama
ERBA 17ql1 Receptor de hormonio de crescimento  Leucemia promielocitica aguda
NEU (ERBB2) 17q21 Receptor de cinase proteica Neuroblastoma; carcinoma de mama
MET* 7q31 Receptor de cinase proteica Carcinoma renal papilar hereditirio;
carcinoma hepatocelular
KIT* 4ql12 Receptor de cinase proteica Sindrome de tumor estromal

Genes de transducao de sinais

I, RET, KIT ¢ K4 $30 0§ quUatro proto-oncogenes nos quais mutagdes na linha

- «
- .‘.

2 e
-
-

regular a transcri¢do

gastrintestinal

HRAS 11pl15 GTPase Carcinoma de célon, pulmio e
. , pancreas
| I,(RAS 12p12 GTPase Melanoma; carcinoma de tiréide;
leucemia monocitica aguda; carcinoma
- 7434 Cinase de serina/treoni bigion
9a34 s B onina Melanoma maligno; cincer de célor.l
_ | X i Leucemia mieléide cronica; leucemia
CREES dioss . 12q14 Cinase dependente de ciclina kdn:;)a::)l:;aiuacliia
Genes de fatores de transcrigao B9
- 14(124 Interage com o onco MV Melanoma maligno, linfoma; leucemia
ey s gene 7UN para Osteossarcoma

BEM germinativa podem originar sindromes de cancet
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m Os retrovirus sao capazes de inserir oncogenes no DNA da célu-

la hospedeira, transformando, assim, a célula em uma célula pro-

dutora de tumor. 0 estudo deste tipo de transmissao retroviral

identificou inimeros oncogenes especificos.
et LS A et i e R S DT

Experimentos de transfeccao

A identificacao de genes celulares envolvidos na car-
cinogénese fol complementada por experimentos nos
quais as formas mutadas dos proto-oncogenes celu-
|ares foram transteridas de células tumorais para cé-
lulas ndo-tumorais (transfeccao), causando transfor-
macdo nos receptores. O experimento protétipo foi
2 transferéncia de DNA de uma linhagem celular de
cancer de bexiga para células de camundongo. Algu-
mas poucas c€lulas receptoras tornaram-se comple-
ramente transformadas; a clonagem e o exame das
seqiiéncias de DNA especificas do homem presen-
tes nos camundongos transformados revelaram que
o gene transformante foi um alelo mutado do mes-
mo oncogene RAS de Harvey previamente identifi-
cado por estudos retrovirais.

A caracterizacdo do produto proteico das formas
mutantes de RAS revelou um importante mecanismo
de regulacdo de transducio de sinais. A proteina RAS
normalmente reveza entre a forma ativa ligada a gua-
nosina trifosfato (GTP) e a forma inativa ligada a
guanosina difosfato (GDP). A conseqiiéncia bioqui-
mica das mutacoes em RAS € uma proteina RAS inca-
paz de mudar da forma ativa GTP, que estimula o cres-
cimento, para a forma inativa GDP. A proteina RAS
mutante ndo pode conter o seu sinal de crescimento.

B S e
® A transfeccd@o de oncogenes de células tumorals para células

normais pode causar transformacao das celulas normais. Isto aju-

da a confirmar o papel dos oncogenes na carcinogenese.
3 e el e ineliied e el RSN

Mapeamento em tumores

A associacdo das translocagoes cromossér}mcas com
tumores humanos fornece um terceiro método para
a observacao das fungoes dos oncogenes. ACorpo dis-
cutido no Capitulo 6, rearranjos Cromossomicos €s-

’ 3 e i B t—u_
pecificos sdo caracteristicos de algt,ms tipos de
mor. Um exemplo bem conhecido é o cromossomo

Filadélfia, em que uma cranslocacio entre 0S Cro-

: & ne ABL e pro-
m 7 ativa o proto-oncoge ! Tekiy
ot g M : Um exame minuclo-

iot(15;1 7)(q22;91 1.2-12) caracteris-

" - 1S genes;
' 50 fusiona dois g
trou que a translocag . 6ico (RARa) no cro-

do receptor alfa do aci
mossomo 17 € o gene
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(PML) no cromossomo 15. O produto da fusio
(PML-RARa) interfere na habilidade da proteina
RARa normal de induzir diferenciagio terminal das
células miel6ides. (Curiosamente, o dcido retin6ico
j4 foi usado como agente terapéutico para APL.) O
produto da fusio também atrapalha a fungio da pro-
teina PML, que age como supressor de tumor, aju-
dando a iniciar a apoptose em células danificadas.

m Alguns oncogenes foram identificados quando rearranjos espe-
cificos de material cromossomico foram encontrados associados
a certos canceres. Como estas translocacdes de material geneti-
co provavelmente rompem genes vitais para o controle do cresci-
mento celular, os sitios destes rearranjos podem ser investigados

para a identificacao de novos oncogenes.

Genes de Reparo de DNA, Integridade
Cromossomica e Tumorigénese

As células tumorais sio tipicamente caracterizadas
por mutacdes espalhadas, quebras cromossomicas e
aneuploidia. Esta condi¢do, denominada instabili-
dade gendmica, contribui para a tumorigeénese por-
que mutacdes e defeitos cromossomicos podem ati-
var oncogenes ou desativar genes supressores de tu-
mor. Instabilidade genémica pode ocorrer em razao
de defeitos nas proteinas necessarias para a divisdao
celular precisa ou em proteinas responsaveis pelo
reparo do DNA. Estes defeitos sao, por sua vez, o
resultado de mutacGes. Algumas vezes, estas muta-
¢oes sao herdadas resultando em algumas sindromes
raras de cancer herdado. Mais freqiientemente, elas
surgem nas células somdticas e contribuem para o
cancer comum, nao-herdado.

Existem mumeras maneiras nas quais virios tipos
de instabilidade genomica podem levar ao cancer. Al-
guns canceres de mama sdo causados pelo reparo de-
feituoso de quebras da fita dupla que ocorrem no DNA
(ex., da exposi¢io a radiacio). Uma forma herdada de
cancer de colon, discutida a seguir, pode resultar de
falha de reparo de pareamento errado (“mismatch”)
do DNA (assim chamada porque mutacées de uma
inica base podem levar a uma molécula de DNA na
qual os pares de base ndo sio complementares uns aos
outros, um “mismatch”). O xeroderma pigmentoso
uma condi¢do herdada caracterizada em parte por tu—,
mores multiplos de pele (veja o Capitulo 3), é o resyl-
tafio do dano no reparo de excisio de nucleotideo. De-
feitos nasprotzmas responsaveis pela separacio dos
cromossomos durante a mit
podem originar aneuploidias n(i':]ati(s;:s’ t? b‘ms < fus.o)

, ; | | prcamente vis-
tas em células tumorais. A aneuploidia pode contribuy;
para a tumorigénese pela criacio de cOpias de e
nes ou pela delegiio de genes supressores Hpcoge-

S supressores de tumor
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B L
®m A instahilidade gendmica, que pode resultar de defeitos no

reparo do DNA, é fregiientemente observada em células tu-
morais e é caracterizada por mutagdes espalhadas, quebras
cromossdmicas e aneuploidia. Estas alteragoes podfam cafl-
sar cancer guando afetam vias que regulam a proliferagao

celular.
MONIRE. /7 1 N T —

Alteracoes Genéticas e Imortalidade de
Celulas Cancerosas

Mesmo depois que uma célula tumoral tenha esca-
pado da regulacio por proteinas supressoras de tu-
mor ou de reparo do DNA, esta deve vencer um
obsticulo para a proliferacio ilimitada: a limitagao
intrinseca da célula para o nimero de divisoes celu-
lares permitidas para cada célula. Comumente, uma
célula € restringida a cerca de 50 a 70 divisGes mito-
ticas. Depois de alcancgar este numero, a célula. tipi-
camente se torna senescente e nio pode continuar
a se dividir. Pesquisas recentes forneceram novas
percepcoes dos mecanismos que contam O NUMero
de divisGes celulares e ilustraram novas maneiras nas
quais as c€lulas tumorais podem burlar o sistema de
contagem.

A cada vez que a c€lula se divide, os telémeros
dos cromossomos se encurtam ligeiramente porque
a DNA polimerase niao pode replicar as pontas dos
cromossomos. Uma vez que o telémero tenha sido
reduzido ao tamanho critico, um sinal é transmiti-
do para tornar a célula senescente. Este processo
implicaria limitacGes severas as células proliferati-
vas em um tumor, evitando uma maior expansio
clonal. As células tumorais superam o processo ati-
vando o gene que codifica a telomerase, uma trans-
criptase reversa que substitui os segmentos telomé-
ricos que sio normalmente perdidos durante a di-
visao celular. A ativagdo desta enzima, raramente
presente em células normais mas encontrada em
85% a 90% das células tumorais, é parte de um pro-
cesso que permite a c€lula tumoral continuar a se
dividir sem o obsticulo do encurtamento do telg-
mero. Esta divisio nio inibida permite que o tu-
mor se torne grande e, pela permissio continua da
replicagio do DNA, permite o acimulo de muta-
¢oes adicionais que podem contribuir mais ainda
para a agressividade da célula tumoral.

= Normalmente, o encurtamento progressivo dos teldmeros limi-
ta o nimero de divisdes da célula entre 50 e 70, Células tumorais
superam esta limitagao pela ativagéo da telomerase, que substi-
tui s segmentos telomeéricos que sdo perdidos durante cada divi-
sao. Isto parece ajudar as células tumorais a escaparem do obs-

taculo da senescéncia celular,

—

\DENTIFICAGAO DE GENES DE CANCER
HERDADOS

Ainda que 0sS métodos deSC}‘itos na sef,‘ﬁo ant?r?()r
tenham obtido sucesso na ldentlﬁC:cl(;zl() de virios
oncogenes, eles nao identificaram os genes supres.
sores de tumor que causam a Mmaloria das tormag
herdadas de cancer. Isto pode ter ocomdo porque
estes métodos requerem €Xpressao dominante
fen6tipo mutante, enquanto os alelos supressores de
rumor mutados parecem ter um fen(,)t{po Primario
recessivo no nivel celular.. Foi necessaria uma ahor.
dagem alternativa para a 1df3nqﬁcagao destes genes.

Quando genes responsaveis por doer?gas trans-
mitidas geneticamente ndo podem ser .1den’tm.ca-
dos por meio de seu comportamento bl?qu* mico,
eles se tornam candidatos a 1nvestigacoes bases-
das em mapeamento génico e c.letecgﬁo de} Mmuta-
coes em pacientes, COmMO descrito no Capltglq Q.
Existem dois caminhos para o mapeamento inici-
al de genes tumorais. A rota pr1nc1pal/e.mals gera
é pelo mapeamento de ligagﬁo.nas famillas, no qual
o padrio de herancga do fenétipo de cincer define
a transmissio genética de um alelo alterado. O
segmento cromossomico portando esta mutacio
pode ser identificado pela ligacdo a marcadores po-
limorticos.

A segunda base para o mapeamento tira proveito
das perdas cromossémicas freqiientes associadas a
genes supressores de tumor. Como ji descrito, a
mutagao geneticamente transmitida é um alelo re-
cessivo no nivel celular; no revela o fenétipo tumo-
ral a menos que ambas as cépias do gene sejam per-
didas. Freqiientemente, um alelo mutante herdado
¢ desmascarado pela delecio de parte ou todo o cro-
mossomo homélogo que carrega o alelo normal.
Conseqiientemente, a observagio de que um segmen-
to cromossomico especifico esti deletado em um
tumor sugere uma localizagio no mapa da mutagio
herdada. Pequenas dele¢des podem apontar para 2
localiza¢do subcromossdmica do gene a ser encon-
trado. Como mencionado no Capitulo 8, a detecgao
de dele¢des herdadas no cromossomo 13q nos pacl-
€ntes com retinoblastoma foi um passo importante
para o achado do gene do retinoblastoma.

As regides cromossémicas herdadas em tumores
530 apontadas pelo exame de uma série de marcado-
res poli{nérﬁcos Intimamente ligados na regido e peld
determinacio de quais marcadores que sio hetero-
ZA08 Bo I.)NA constitutivo do paciente se torna-
e s D do aer (g

: um alelo no processo de tumor’

™ A & )
heterozlgose no DNA }"
R
€ supressor de tumor, asstt




~omo os marcadores polimérficos que o circundam
foi perdido, deixando somente a cépia anormal d(;
gene SUpressor de L) (Fig. 11.6; veja Fig. 11.4).
Fsta abordaggm fo1 utilizada, por exemplo, para
apontar a localizacdao do gene do retinoblastoma no

braco longo do cromossomo 13 e do gene do tumor
de Wilms (nefroblastoma) em 11p.

Ainda que estudos de mapeamento génico possam
freqiientemente definir uma regido onde o gene do
cancer herdado estd localizado, eles ndo podem sozi-
1hos identificar o gene da doenga. Como discutido
no Capitulo 8, a detecgdo de mutacdes situadas no
DNA de pacientes com a doenca € crucial para a iden-
dficacdo do gene especifico causador da doenca.

= Localizacoes no mapa de genes associados a tumor podem ser
detectadas pela analise de ligacao ou mostrando-se que um ho-
mologo de um cromossomo (ou parte dele) esta faltando no DNA
do tumor. A confirmacao do papel etiolagico do possivel gene cau-
sador de cancer @ obtida mostrando-se a presenca consistente
de mutacdes neste gene no DNA de pacientes.

Neurofibromatose Tipo 1

A evidéncia inicial para o mapeamento do gene da
neurofibromatose tipo 1 (NFI) no cromossomo 17
veio de estudos de ligacio em familias. Subseqiien-
temente, translocacoes Cromossomicas foram desco-
bertas nos cariétipos de dois pacientes nao relacio-
nadas com neurofibromatose, cada uma tendo um
ponto de quebra no cromossomo 17q em uma loca-
lizacio indistinguivel da localizacao do mapa do gene
NF]. Estas translocacdes foram supostas como ten-
do causado neurofibromatose nestes individuos pela
alteracio do gene NFI. Distanciados somente por
50 kb, os pontos de quebra forneceram as dicas fisi-
Cas necessarias para a definicdo de varios genes can-
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didatos que foram rastreados para mutagoes €m pa-

cientes com NF1 (Fig. 11.7).

A seqiiéncia nucleotidica do gene NF1 forneceu
uma dica inicial de sua fungio quando sua seqiiéncia
prevista de aminodcidos foi comparada com a seqiien-
cia de aminodcidos de produtos génicos encontra-
dos em bancos de dados computacionais. Varias se-
melhancas foram encontradas com uma proteina ati-
vadora de GTPase (GAP). Este foi um achado 1m-
portante, porque pelo menos uma fungao de GAP
consiste em diminuir a quantidade de RAS ativa, li-
gada a GTP. Como mencionado anteriormente, 2
proteina RAS é um componente-chave na via de
transducio de sinal, transmitindo sinais positivos de
crescimento em sua forma ativa. O produto génico
‘ntimamente associado NF1, a neurofibromina, tam-
bém representa um papel na transdugio de sinal sub-
regulando RAS.

Com a identificacio do produto do gene NFI como
um componente da transdugio de sinal, comegou a se
formar um quadro de como a heran¢a de uma muta-
cio em um alelo NFI podia contribuir para o desen-
volvimento de neurofibromas e manchas cafe-au-lait.
A expressio reduzida do gene NFI permite a ativida-
de elevada de RAS e deixa que a célula escape da dife-
renciacio e continue seu crescimento. A perda do alelo
restante encoraja ainda mais o crescimento. A desco-
berta do gene NF1 levou a identificacio de um su-
pressor de tumor-chave que ajuda a regular o proces-
so fundamental de transducio de sinal. www

m 0 gene responsavel por NF1 foi mapeado no cromossomo 17q por
ligacao em familias, e foi identificado através de translocacoes e mu-
tacoes de ponto em pacientes. 0 segiienciamento do DNA do gene
previu um produto proteico com um dominio relacionado a GAP, e um

papel similar na sub-regulacao da proteina de transducao de sinal
RAS foi confirmada por experimentos bioguimicos.

FIGURA 11.6 m A e B representam dois
polimorfismos de microssatéliltes que foram
testados usando DNA de células normais de
um paciente com cancer (N) e de células
tumorais (T). Em células normais, o paciente
é heterozigoto para ambos os loci marcadores.
A delecao do braco longo de um de seus
Cromossomos pareados resulta em perda de
heterozigose (LOH) para o locus B (i. e.. a
banda correspondente ao alelo RB1 es:té
faltando, somente com um sinal fraco devido
a tracos de células normais no especime de
tumor). LOH € um sinalizador de que o gene
supressor de tumor esta perto do locu

deletado (Cortesia de Dr, Dan Fults, Universi ;
of Utah Health Sciences Center\)' b
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FIGURA 11.7 m A
localizac@o do gene NF1
no cromossomo 1/q en-
volveu analise de ligagao
e identificacao de dois
pontos de quebras de
translocacoes que inter-
romperam o gene da doen-
ca. Genes candidatos fo-
ram isolados desta regiao
e testados para mutacoes

em paciente com NF1 e Mutacdes em
em controles normais. 17 Ligacao Translocagoes Procura pacientes
fornece mapeiam uma por genes implicam NF1
localizagao regiao <1 candidatos como gene
inicial megabase dentro da regiao da doenca
Gene TP53 promotor de CDKNIA, cujo produto proteico, p21,

Mutacoes somaticas no gene 7P)53 foram encontra-
das em mais da metade de todos os tumores huma-
nos, tornando-o o gene de cancer mais comumente
alterado. Mutacoes no gene 7P)53 ocorrem em mais
de 50 tipos de cancer diferentes, incluindo os de be-
xiga, cérebro, mamas, cérvice, célon, esofago, larin-
ge, figado, pulmao, ovirio, pancreas, prostata, pele,
estomago e tirdide.

Inicialmente, perdas e delecbes cromossomicas
do braco curto do cromossomo 17 foram mostradas
como sendo caracteristicas de carcinoma de c6lon.
Delec¢oes sobrepostas definiram um segmento de 17p
que era comumente alterado no DNA dos tumores.
O exame dos genes que haviam sido mapeados nesta
regiao revelaram que 7P53 estava entre eles. Int-
meras mutacoes encontradas em 7P53 em tumores
colonicos indicam um papel significante para este
gene na tumorigénese de colon. Realmente, muta-
¢oes somaticas em /P53 sao vistas em cerca de 70%
dos tumores colorretais, assim como em 40% dos
tumores de mama e em 60% dos tumores de pul-
mao. Aproximadamente 80% a 90% das mutacoes
em 1P53 sio do tipo de sentido trocado, e estas es-
tdo concentradas na por¢io do gene que codifica um
dominio de ligacio a DNA.

Como RBI e NF1, TP53 é um gene supressor de
tumor. O seu produto proteico, p53 aumenta a quan-
tidade de resposta ao dano celular (ex., quebras na
fita dupla do DNA causadas por radiagio ionizante),
Agindo como um fator de transcrigdo, p53 pode in-
teragir com varios outros genes que ajudam no con-
trole do ciclo celular. Por exemplo, p53 se liga ao

é um inibidor de CDK que bloqueia a inativacao de
pRb por CDK4 (veja a Fig. 11.5). Como discutido
anteriormente, isto para o ciclo celular na fase G1,
antes que a replicacio do DNA ocorra na fase S. A
parada do ciclo celular antes da fase S fornece tem-
po para o reparo do DNA danificado. Se o DNA da
célula for severamente danificado, p53 pode, ao con-
trdrio, induzir a morte celular programada (apop-
tose). Esta resposta € mais provavel se a via pRb de
parada do ciclo celular nio estiver intacta. Na au-
séncia da possibilidade de parada do ciclo celular para
reparo do dano, a proteina p53 “escolhe” a morte
celular pela interagio com genes envolvidos nas vias
apoptoticas (ex., PTEN, BAX).

Quando I'P53 esta mutado, as células com DNA
danlﬁ(fado podem evitar tanto o reparo quanto 2
des@l‘;ﬁO, € a continuagio da replicacio do DNA
fiamﬁcado pode levar a formacio de tumor. Para que
ISto ocorra, outros componentes do ciclo celular tam-
bém precisam estar comprometidos. Por exemplo,
varios virus de DNA tumoral, como o virus do papi-
loma hur.nano., freqlientemente responsivel pelo cin-
ST
DNA nem entra(} emn:O s e
B o ao ploptose em resposta ao dano,

alguns casos.

tagg;bzzgtz}?iscsarcinogénicas podem induzi.r mu-
tdo da aﬂatoxinasg in TR33."Por exemplo, a inges-
figado, ests associad, § " Progein cincer d¢
uma substituicio de e e mutagio que pl‘()‘dlsl{
249 da proteing 53a§§mlna por serina na posi¢i®
um mutagénico tlt)arc: EXposi¢io ao benzopireno

- ilogenico potente encnnlr;nln
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em fumaca de cigarro, leva a alterq
bases especificos em TP53 em cinceres de pulmio
Jsto demonstra uma ligacdo molecular direta entre;
o fumo e o cancer de pulmio. Assim, 0 exame do
tipo de mutacao em 7P53 visto em um tumor pode

fornecer dicas da identidade do agente carcinogeé-
nico causador.

Ainda que mutagoes causadoras de tumor em
TP53 tenham sidp observadas, na maioria das vezes
em células somaticas, mutagdes na linhagem germi-
nativa de /P53 sdo responsdveis por uma condicio
de cancer herdado conhecida como sindrome de I i-
Fraumeni (LES). Esta sindrome rara é transmitida
de maneira autossomica dominante e envolve carci-
nomas de mama e de colon, sarcomas de tecidos
moles, osteossarcomas, tumores de cérebro, leuce-
mia € carcinomas adrenocorticais. Estes tumores
geralmente se desenvolvem em idades precoces de
membros de familias LFS, e multiplos tumores pri-
marios sao comumente vistos em individuos afeta-
dos. A demonstracao de mutacdes consistentes em
TP53 no DNA constitutivo de pacientes com LFS
confirmou o papel causador deste gene. Como no
retinoblastoma, a heranca de gene 7P53 mutado
aumenta enormemente a susceptibilidade de um in-
dividuo para a transformacido celular subseqtiente e
o desenvolvimento de tumor quando a célula perde
a outra copia normal de 7P53 (modelo de dois even-
tos). Entre os membros das familias LFS que her-
dam um gene TP53 anormal, aproximadamente 50%
vio desenvolver cancer invasivo aos 30 anos de ida-
de e mais de 90% vio desenvolver cancer Invasivo
aos /0 anos. |

Mutacdes em TP53 sio responsaveis somente
por 75% dos casos de LFS. Alguns dos casos res-
tantes sio resultados de mutagoes em Outro genc
supressor de tumor, CHKZ. Este gene codifica uma
cinase que normalmente fosforila p53 em resposta
a radiacdo ionizante, resultando no acﬁmulo~e ati-
vacio de p53. Mutagoes de perda de fungao em
CHK? resultam na auséncia de ativagdo de p53, cau-
sando LFS pela via de p53.

TP53 é de importincia médica por pelo menos
dois motivos. Primeiro, a presenca de mutagoes em
TP53 em tumores, particularmente 0s de.mama e.de
c6lon, geralmente sinaliza um cAncer mais agressivo
com perspectiva de sobrevivencia rela,uYamelee bai-
xa. Logo, é um indicador de prognostico atil. Se-
gundo, TP53 pode mostrar-se 1mportante Na pres
vencio do tumor. Experimentos de laboratorio mos-

¢oes de pares de
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pitulo 13) em que cépias de TP53 normais sio inse-

ridas em tumores em um esforgo para eliminar célu-
las cancerosas.

m Mutacoes somaticas no gene TP53 sao encontradas em mais de
90% dos tumores. Este gene codifica um fator de transcricao que
tanto pode induzir a parada do ciclo celular como a apoptose em

resposta ao dano no DNA. Mutacdes herdadas em 7P53 podem
causar a sindrome de Li-Fraumeni.

Gene da Polipose Adenomatosa Familiar
(APC)

O cincer de c6lon afeta aproximadamente 1 em cada
20 norte-americanos e se agrupa em familias. Uma
pequena propor¢io dos casos de cancer de colon €
herdada como sindromes autossémicas dominan-
tes. As duas sindromes mais importantes sdo discu-
tidas a seguir.

A polipose adenomatosa familiar (FAP), também
chamada de célon poliposo adenomatoso (APC), €
caracterizada pelo aparecimento inicial de adenomas
multiplos, ou pélipos, no célon. Os adenomas col6-
nicos sao entendidos hoje em dia como sendo precur-
sores imediatos do cancer de célon. Adenomas multi-
plos do paciente com FAP, conseqiientemente, apre-
sentam risco grave de se tornarem malignos precoce-
mente. Como a deteccio e a remocao iniciais dos po-
lipos adenomatosos podem reduzir significativamen-
te a ocorréncia de cancer de c6lon, € importante com-
preender o gene causador e seu papel no desenvolvi-
mento dos polipos (Comentario Clinico 11.1).

O gene responsivel pela FAP foi inicialmente lo-
calizado no mapa do braco longo do cromossomo 5
por andlise de ligacio em familias depois que uma
delecio cromossomica visivel em um paciente com
esta sindrome forneceu uma dica de sua localizacio.
A descoberta de pequenas delecoes sobrepostas em
dois pacientes nio-relacionados forneceu a chave
para o isolamento do gene. Entre os genes que se
localizam dentro de regido de 100 kb que foi deleta-
da em ambos os pacientes, uma mostrou mutagoes
aparentes em outros pacientes. Esta mutagao foi vis-
ta em um paciente, mas nao em seus pais nao-afeta-
dos, confirmando a identificacao do gene APC.

Como RBI e TP53, APC é um gene supressor de
tumor, € ambas as suas copias precisam ser inativa-
das para que a progressio do tumor comece. Indivi-
duos que herdam uma mutagio em APC tipicamen-
te experimentam mutagdes somadticas de perda de
fungdo em centenas de suas células epiteliais coldni-
cas, gerando os adenomas miiltiplos. Em alguns ca-
s0s, a perda de fungio de APC ocorre em decorrén-
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COMENTARIO CLINICO 11.1

Gene APC e Cancer Colorretal

Cerca de 1 em cada 20 americanos vai ser diag-
nosticado com cancer colorretal. Hoje em dia, a
taxa de mortalidade para este cincer € aproxima-
damente de um terco. Fatores genéticos e ambi-
entais, como ingestio de gordura e fibras, conhe-
cidamente influenciam a probabilidade de ocor-
réncia de ciancer colorretal.

Como indicado no texto, a polipose adenomato-
sa familiar (FAP), também chamada de polipose ade-
nomatosa (APC) é um subtipo autossomico domi-
nante de cincer de colon que € caracterizado por
um grande nimero de pélipos adenomatosos (Fig.
11.8). Estes polipos tipicamente se desenvolvem du-
rante a segunda década de vida e chegam a centenas
ou mais (a polipose € definida pela presenca de mais
de 100 polipos). Mutacoes na linhagem germinativa
do gene APC sao consistentemente identificadas em
membros de familias afetadas com FAP. Cerca de
um terco destes casos € resultado de novas mutacoes
neste gene. Devido ao grande tamanho deste gene e
ao grande numero de mutagoes causadoras da do-
enca, € dificil e caro testar os membros das familias
para mutacoes germinativas a fim de determinar se
eles herdaram ou nao o gene da doenca. No entan-
to, um teste € vantajoso justamente porque a maio-
ria das mutacoes em APC é de mutagoes sem senti-
do ou de altera¢io da matriz de leitura que geram
um produto proteico truncado. Este teste de pro-
teina truncada (veja o Capitulo 3) envolve a produ-
¢io in vitro do produto proteico do gene APC para
determinar se o individuo herdou a muta¢io APC.
Este teste é importante para os membros das fami-
lias porque os alerta da necessidade de vigilancia fre-
qiiente e possivel coloctomia.

A FAP, entretanto, € relativamente rara, afe-
tando somente 1 em 8.000 individuos. A signifi-
cancia mais ampla do gene APC deriva do fato de
que mutagoes somaticas neste gene sio vistas em
aproximadamente 85% de todos os canceres de
colon. Mais ainda, mutacoes em APC ocorrem
muito precocemente no desenvolvimento da ma-
lignidade colorretal. Uma melhor compreensio
do produto do gene APC, como ele interage com
outras proteinas e como ele interage com os fato-
res do meio ambiente como a dieta, pode forne-
cer dicas importantes para a prevencio e o trata-
mento do cancer de clon comum. Desta forma,
o mapeamento ¢ a clonagem do gene responsivel
por uma sindrome de cancer relativamente rara

~ podem ter amplas implicagoes clinicas. www

FIGURA 11.8 m Porcao de colon removido de um
paciente com FAP, ilustrando um grande numero de
pélipos adenomatosos cobrindo o colon. Cada uma
destas neoplasias benignas apresenta o potencial de
tornarem-se um tumor maligno.

Mutagoes no gene APC também podem pro-
duzir uma sindrome relacionada, denominada po-
lipose adenomatosa familiar atenuada. Esta sin-
drome difere de FAP, pois os pacientes tém me-
nos de 100 pélipos (tipicamente de 10 a 20). Exis-
te evidéncia de que mutagdes na regiio 5'de APC
mais provavelmente produzam a FAP atenuada.

O tratamento do cancer colorretal geralmente
envolve ressec¢do cirirgica do célon. No entan-
to, como o carcinoma colorretal é precedido pelo
aparecimento de pélipos benignos, é um dos ti-
pos de canceres mais evitdveis. O National Polyp
Study Workgroup estima que a remog¢io colonos-
copica dos pélipos pode reduzir a incidéncia de
cﬁr}cer de colon nos Estados Unidos em até 90%.
A importancia da intervencio e do tratamento
precoces estimula ainda mais a necessidade de
entendimento dos eventos iniciais do cincer co-
lorretal, como mutagoes somaticas no gene /A PC.

Como os polipos geralmente comecam a apa-
recer na segunda década de vida naqueles que her-

daI}l tma mutacao em APC, uma colonoscopia anu-
al é recomendada nestes individuos a partir dos 12
anos d.e idade. A colectomia ¢ freqiientemente ne-
cessaria aos 20 anos de idade, Existem evidéncias
df{ que o0 uso de drogas antiinflamatérias nio este-
roides causem algum grau de regressio do polipo:



cia da hipermetilacio de sua regiio promotora, que
resulta em transcrigdo reduzida (Capitulo 3).
Enquanto a identificacdo do gene APC foi im-
portante no diagnostico e no tratamento do cincer
de colon em familias com FAP (veja o Comentirio

Clinico 11.1), a importancia deste achado é magni-
ficada pelo fato de que mutagoes em APC sio en-
contradas em 85% de todos os tumores de colon es-
porddicos (ndo-herdadas). Mutagdes somaticas em
APC (aquelas que desabilitam ambas as copias do
gene em uma c€lula coldnica) estdo entre as pri-
meiras alteracoes nas células que originam o can-
cer de colon. Entretanto, mutacoes em APC nio
sio suficientes paras sozinhas completarem a pro-
gressdo para a metastase. Como mostrado na Fig.
11.9, outros genes também podem estar alterados.
Por exemplo, mutacoes de ganho de funcio sio vis-
tas no gene KRAS em aproximadamente 50% dos
tumores de colon. Como mencionado anteriormen-
te, este gene codifica uma molécula transdutora de
sinal, € uma mutaciao de ganho de funcio aumenta
a sinalizacdo e, assim, a proliferacdo celular. Muta-
coes de perda de funcdo no gene 7P53 sio vistas
em mais de 50% dos tumores de c6lon e geralmen-
te ocorrem relativamente tardiamente na via do
cincer. Comumente p53 ativaria a resposta a mu-
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tacoes como aquelas em APC e KRAS, levando ao

reparo ou a apoptose. Células que ndo possuem ati-
vidade de p53 sdo livres para continuarem 2 cami-
nho de se tornarem malignas a despeito de seu DNA
danificado. Um outro gene supressor de tumor,
denominado SMAD4, ainda parece também estar
mutado na via de cincer de célon. Assim, pelo me-
nos sete mutacdes sio necessirias para produzir um
tumor de c6lon (duas em cada um dos trés genes
supressores de tumor, assim como uma mutagao
dominante de ganho de funcio em KRAS ou em
outro gene de transducio de sinal).

Estudos em larga escala revelaram pelo menos
trés formas de como a proteina APC age como su-
pressora de tumor. Talvez a mais importante seja que
ela sub-regula a B-catenina, uma molécula-chave na
via de transducio de sinal de Wnt. Entre outras coi-
sas, esta via estd envolvida na ativagdo do fator de
transcricio MYC. Reduzindo os niveis de B-cateni-
na, a APC interrompe sinais que levam a prolifera-
cio celular. Exames dos carcinomas de c6lon que nao
possuem mutagdes em APC revelaram que alguns
deles tém mutacdes de ganho de funcio no gene
B-catenina, confirmando assim o papel etiol6gico po-
tencial deste gene no cincer de célon. Acredita-se
também que mutagdes em APC afetem as proprie-
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FIGURA 11.9 mVia de cancer de colon. Perda do gene APC transforma o tecido epitelial normal que reveste o e

em tecido hiperproliferativo. A hipometilagao do DNA, a ativagao do proto-oncogene KRAS e a perda do gene

1 denoma benigno. A perda de TP53 e out A
estéio envolvidas na progressao para um a utras alteragdes estso
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6lon (Modificado de Vogelstein B, Kinzler KW [1993] The multistep nature of cancer. Tren
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dades de adesio célula-célula e célula-matriz (isto €
importante porque a alteracao no controle de ade-
sio celular permite que a célula invada outros teci-
dos e metastatize para outros locais). Mais uma vez,

esta atividade é mediada pela B-catenina, que 1nte-
rage com uma molécula de superficie ceh.llar (E-ca-
derina) cuja perda de fungio leva a propriedades de
adesio celular anormais. Finalmente, mostrou-se
recentemente que APC € expressa nos micrptﬁbulos
que separam 0s Cromossomos durante a meiose (Ca-

pitulo 2). Alteragoes em APC resultam em atividade

Jlterada dos microtibulos, de modo que aneuploi-
dias e quebras cromossomicas surgem durante a mi-
tose. Assim, mutacoes em APC também originam

instabilidade genomica.

-

= 0 gene da polipose adenomatosa (APC), que predispoe forte-
mente ao cancer de colon, foi identificado pelas mutagoes em
nacientes. APC também esta envolvido na grande maioria de ca-
sos esporadicos de cancer de colon e é, na realidade, uma das
alteracoes iniciais que levam a tumorigénese de colon. Este gene
supressor de tumor foi mostrado como funcionando como um re-
gulador principal da via de transdugao de sinal de Wnt por meio
de sua interagao com B-catenina. Também esta envolvido no con-
trole da adesao celular e na manutencao da estabilidade cromos-
somica durante a mitose.

Genes de Cancer de Colon
Nao-Polipose Hereditario

Os genes de cancer de c6lon ndo-polipose heredita-
rio (HNPCC), uma segunda forma de cancer de c6-
lon herdado, que responde por aproximadamente 1%
a 5% de todos os casos de cancer colorretais. Como
FAP, HNPCC ¢é uma sindrome de cancer autosso-
mica dominante, de alta penetrancia, com um risco
de cincer colorretal de 70% a 90% ao longo da vida
em heterozigotos. Mais ainda, o cincer endometrial
ocorre em aproximadamente 20% a 40% das mu-
lheres portadoras da mutagiao. Canceres do intesti-
no delgado, da pelve, renal, dos ovarios e da uretra
s30 vistos em menores propor¢oes nos portadores
do gene. Mutages no gene MSH2, por aproxima-
damente 40% a 60% dos casos HNPCC e mutagoes
no gene MLHI, por 25% a 30% dos casos. Muta-
¢bes em quatro outros genes, PMS1, PMS2, MLH3
¢ MSHG6, ajudam a responder por proporgdes peque-
nas de casos adicionais. Cada um destes genes repre-
senta conhec

conhecidamente um papel importante no re-
do DNA com mutagoes de erro de pareamento
(uma importante dica para sua identificagio foi a
existéncia de genes de reparo de DNA altamente

~ deambos os alelos de cada um destes genes aumenta

.....

—

1 taxa de mutaciao no genoma em uma célula afeta(,

em até 1.000 vezes.

Fsta taxa de mutacdo aumentada resulta em ing-
meras alteracoes nos genes regulatorios celulares,
levando, assim, a um aumento na treqiiéncia de can-
cer. Uma caracteristica tipica de tumores em paci-
entes HNPCC é o alto grau de instabilidade dos
loci de microssatélites (veja o Capitulo 3), que gera
varios novos alelos de microssatélites. Esta instab;-
lidade de microssatélites também € vista em mais
ou menos 15% dos carcinomas colorretais espori-
dicos, mas mutagoes somaticas de perda de funcio
nos genes HNPCC parecem ocorrer com pouca fre-
qiiéncia nestes tumores. Ao contrario, a alteracio
mais comum vista nestes tumores esporadicos ¢ a
hipermetilacio do gene MLHI, resultando em sua
inativacao.

A comparacio de FAP com HNPCC revela di-
ferencas interessantes na maneira como cada sin-
drome leva 2o cancer de colon. Em FAP, uma mu-
tacio herdada em APC resulta em um grande nu-
mero de polipos, cada qual apresenta baixa proba-
bilidade de adquirir todas as outras alteragdes ge-
néticas necessirias para a progressio do cancer
metastitico. Todavia, como o nimero de polipos €
grande, existe uma alta probabilidade (quase 1007%)
de que pelo menos 1 deles produza um tumor can-
ceroso aproximadamente na idade de 45 anos. Em
HNPCC, o nimero de pélipos € muito menor (por
isso o termo “nido-polipose”), mas, como ha a au-
séncia de reparo no DNA, cada pélipo apresenta
uma probabilidade relativamente alta de experimen-
tar as multiplas alteracées necessirias para o de-
senvolvimento do tumor. Conseqiientemente, a ida-

de média do inicio do cancer de célon de HNPCC
é similar a da FAP.

m HNPCC é uma forma herdada de cancer colorretal causada por
mutacoes em qualquer um dos seis genes envolvidos no reparo do
DNA com mutacoes de erro de pareamento. Ela representa uf

exemplo de uma sindrome de cancer causada por instabilidade
genomica.

Cancer de Mama Herdado

A prevaléncia do cincer de mama ao longo da vida
em mulheres é de 1 em 8, e o risco da mulher de-
senvolver cincer de mama dobra se um parente de
p;imeiro grau for afetado. Dois genes, BRCAI ¢
BRCA2, foram identificados como contribuidores
principais do cincer de mama herdado. Esta se¢io
aponta trés questoes criticas referentes a estes 8¢
nes: (1) Qual a proporgio dos casos de cincer de
mama que sio o resultado de mutagdes em BRCA!




e em BRCAZ2? (2) Entre aqueles que herdam uma
mutacao, quzil o risco de desenvolver cincer: (3)
Como mutagoes nestes genes contribuem para a sus-
ceptibilidade ao cancer?

A maioria dos estudos fundamentados em popu-
lacbes mostrou que somente uma pequena porcen-
tagem de todos os canceres de mama — cerca de 1%

a 3% - pode ser atribuida a mutacoes herdadas em
BRCAI ou BRCA2. Entre as mulheres com cancer

de mama que também possuem um histérico famili-
ar positivo para a doenga, a porcentagem com muta-
coes herdadas em algum destes genes é de aproxi-
madamente 20%. Entre as mulheres afetadas que
possuem historico familiar positivo para cincer de
mama e de ovario, 60% a 80% herdaram mutacoes
em BRCA1 e BRCA2. Mutacoes herdadas nestes ge-
nes também sao comuns entre mulheres com cancer
de mama de inicio precoce.

Mulheres que herdam uma mutacio em BRCAI
ou BRCAZ2 experimentam um risco ao longo da vida
de 50% a 80% de desenvolverem cancer de mama.
O extremo superior desta estimativa de risco retlete
estudos que focalizaram familias de alto risco com
miltiplos membros afetados e pode, assim, estar de
alguma forma inflado. Mutagdes em BRCAI tam-
bém aumentam o risco de cancer de ovario entre as
mulheres (20% a 50% de risco ao longo da vida) e
elas conferem um risco moderadamente elevado para
cinceres de prostata e de c6lon. Mutagoes em BRCA?Z
também podem conferir risco aumentado de cancer
de ovirio (10% a 20% de prevaléncia ao longo da
vida). Aproximadamente 67 dos homens que her-
dam uma mutacdo em BRCAZ vao desenvolver can-
cer de mama; isto representa um aumento de 100
vezes no risco da populagdo masculina em geral (veja
o Capitulo 12 para discussio mais detalhada a res-
peito dos fatores de risco para cincer de mama).

BRCAI e BRCA2 foram ambos identificados por
analise de ligacdo em familias, seguida de clonagem
posicional. Ambos os genes sio longos: BRCAI se
estende por aproximadamente 100 kb e BRCA2, por
70 kb. Mais de 350 mutacoes em BRCAI e mais de
200 em BRCA?2 j4 foram identificadas. A maioria
destas mutactes resulta em um produto proteico
truncado e consegiiente perda de sua fungao. Assim
como para os genes RB1 e APC, individuos afetados
herdam uma c6pia da mutagao em BRCAI ou BRCA2
e depois experimentam uma perda somatica do alelo
restante normal em uma ou mais células (seguindo o
modelo de dois eventos para genes supressores de
tumor), Em contraste com RBI e APC, mutagoes
somdticas afetando estes genes $a0 raramente vistas
em tumores de mama esporadicos (ndo-herdados).
O grande tamanho destes genes, em adigido a sua
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enorme heterogeneidade alélica, cria desafios para o
diagnéstico genético (veja o Capitulo 13). www

Ainda que BRCAI e BRCA2 compartilhem pouca
similaridade de DNA, ambos participam no processo
de reparo do DNA. O produto proteico de BRCAI €
fosforilado (e assim ativado) pelas cinases ATM e
CHK2 em resposta ao dano no DNA (Fig. 11.10). O
produto proteico de BRCA1 se liga ao produto pro-
teico de BRCA2, que, por sua vez, liga-se a RADS1,
uma proteina envolvida no reparo de quebras da fita
dupla do DNA (como os genes HNPCC, RAD51 tem
homélogos em levedura e bactéria). Ambos os genes
participam assim em uma via importante de reparo
no DNA e sua inativacio resulta em reparo de DINA
incorreto e instabilidade genomica. Em adigdo a seus
papéis na via de RAD51, BRCA1 e BRCAZ ajudam a
suprimir a formacao de tumor por intermédio de suas
interaches com proteinas anteriormente menciona-
das, como p53, pRb e Myc.

Como todos os genes ilustrados na Fig. 11.10 es-
ti0 envolvidos na via de reparo do DNA, pode-se
antecipar que mutagoes em outros genes que nao
BRCAI ou BRCA?2 poderiam levar a defeitos no re-
paro de DNA e possivelmente ao cancer. Este € re-
almente o caso. Como discutido anteriormente,
mutacoes em CHK2 podem causar LFS. Mutacoes
no gene ATM podem causar ataxia-telangiectasia
(Capitulo 3), uma doenga autossdmica recessiva que
envolve instabilidade gendmica extensa, ataxia cere-
belar, vasos dilatados nos olhos e na pele (telangiec-
tasia) e canceres de origem linféide. Uma outra sin-
drome de instabilidade cromossémica, a anemia de
Fanconi, pode ser causada pela heranca de duas co-
pias de uma mutacdo em BRCAZ.

Ainda que mutagdes em BRCA1 e BRCAZ2 sejam as
causas mais comuns de cancer de mama herdado, esta
doenca também pode ser causada por mutagoes em
varios outros genes supressores de tumor (e. g., 0s ge-
nes CHK?2 e TP53 discutidos anteriormente). Muta-
coes na linhagem germinativa de um gene supressor
de tumor chamado PTEN sio responsaveis pela do-
enca de Cowden, caracterizada por multiplos tumo-
res benignos e uma susceptibilidade elevada para can-
cer de mama. Alguns estudos sugeriram que portado-
res heterozigotos de mutagdes no gene ATM t€ém uma
susceptibilidade aumentada ao cancer de mama, mas
estes achados permanecem controversos.

m Mutacoes em BRCAT e BRCAZ sao responsaveis por uma pro-
porcao significativa de casos de cancer de mama herdados, es-
pecialmente aqueles de inicio precoce. Estas mutagdes geralmente
resultam em um produto proteico truncado e perda de sua fun-

¢do. Os produtos proteicos destes genes representam papéis im-
portantes no reparo do DNA

M
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Quebra
na fita —
dupla

de DNA

ATM e CHEK?Z2 Complexo de proteinas
fosforilam de reparo forma-se para
BRCA1 reparar a quebra na fita dupla

Melanoma Familiar

Como resultado da exposi¢do aumentada a radiagio
ultravioleta, a incidéncia de melanoma aumentou
cerca de 20 vezes nos EUA nos dltimos 70 anos. E
hoje um dos cinceres mais comuns, com 37.000 no-
vos casos por ano. O risco de se desenvolver mela-
nomas aumenta por um fator de 2 quando um pa-
rente de primeiro grau € afetado. O risco aumenta
mais ainda, para aproximadamente 6,5, quando o
parente de primeiro grau € afetado antes dos 50 anos
de idade. Estima-se que aproximadamente 5% a 10%
dos casos de melanoma ocorram em formas fami-
liais, herdadas.

A anilise de ligacio em familias e os estudos de
perda de heterozigose em células tumorais de me-
lanoma mapearam um gene para o melanoma fa-
miliar no braco curto do cromossomo 9. A clona-
gem posicional e a andlise de mutag¢oes subseqiien-
tes levaram 2 identifica¢dao do gene CDKN2A como
a causa do melanoma familiar. Este gene codifica
um inibidor de cinase dependente de ciclina (de-
nominado pl6) que, como p21, interage negativa-
mente com a cinase dependente de ciclina (CDK4)
que fosforila e sub-regula a proteina pRb (veja
Fig. 11.5). Como pRb, quando ativa, age como um
freio no ciclo celular, mutagoes de perda de funcio
no gene supressor de tumor CDKN2A resultam em
auséncia de controle do ciclo celular, produzindo,
deste modo, melanomas.

Mutagoes herdadas no gene que codifica CDK4
também podem resultar em melanoma familiar.
Estas mutagbes de ganho de funcio convertem a
cinase dependente de ciclina a partir de um pro-
to-oncogene em um oncogene ativado. CDK4 ati-
vado constantemente sub-regula pRb, resultando
“mais uma vez em auséncia de controle de ciclo
celular e formacio de tumor. O melanoma é um
exemplo no qual um mesmo tipo de tumor pode

FIGURA 11.10 m Papéis de BRCAL e BRCA2 nq
reparo do DNA. BRCA1 é fosforilado por ATM e
CHK2 em resposta a quebras na fita dupla do
DNA (produzidas, por exemplo, pela radiaczg
ionizante). BRCA1 se liga a BRCAZ, que interage
com RAD51 para formar um complexo envolyidg

em reparo no DNA.

resultar tanto da ativacdo de um proto-oncogene
(CDK4) ou da perda de um gene supressor de tu-
mor (CDKN2A).

CDKN2A representa um papel ndo somente no
melanoma familiar, mas também em aproximada-
mente 25% dos casos de melanoma esporadicos, nos
quais a mutag¢io somdtica de perda de funcio deste
gene leva 2 inativagdo da proteina supressora de tu-
mor pl6. Como se pode esperar, mutacoes somati-
cas em outros genes também s3o vistas em melano-
mas esporadicos. Aproximadamente dois tercos des-
tes tumores contém mutagoes em BRAF, um gene
que codifica uma cinase envolvida na via de transdu-
¢ao de sinal de RAS. Além disso, mutacoes de perda
de fun¢do no gene APAF1 permitem que a célula evite
a via apoptética de p53.

m 0 melanoma familiar pode ser causado por mutacdes de perda
de fungao no gene supressor de tumor COKN2A ou por mutagoes
de ganho de fungao no proto-oncogene COK4. Ambas as mutacoes
resultam em perda de controle do ciclo celular pela via pRb. Mu-
tagoes somaticas em COKNZA e em BRAF sio vistas em 25% e e
65% a 70% dos melanomas esporadicos, respectivamente.

Proto-Oncogene RET e Neoplasia
Endocrina Mltipla

O gene RET, inicialmente identificado por ensaios de
transfecgio (veja discussio anterior), codifica um re¢-
ceptor de tirosina cinase que inclui um dominio recep-
tor extracelular, um dominio transmembranar ¢ um
dominio de tirosina cinase intracelular, RET estd en-
VQIYldO na migracdo das células da crista neural embrio-
naria (veja o Capitulo 10) e é normalmente ativado por
um. complexo que consiste em fatores neurotroficos
derivados da glia (GDNF) e um co-receptor denomi-
gado GRFa. A pro.teina RET interage com wirias vias
¢ transdugiio de sinais, incluindo a via de RAS.



podem produzir a doenca de Hirschsprung (ausén-
cia de c€lulas nervosas entéricas, resultando em cons.
ipagio cronica e severa e distensio do Intestino)
Mutagoes de ganho de funcio no mesmo gene re-
<altam em atividade em excesso da tirosina cinase e
sumento da transducdo de sinal, levando 3 prolifera-
¢io celular e, dependendo do tipo de localizacio da

mutacdo, a alguma das trés formas de neoplasia en-
décrina multiplas do tipo 2 (MEN?2). (1) MEN2A é
caracterizada por carcinoma tiroidiano medular, hi-
perplasia da paratiroide e feocromocitoma (um tu-
mor da supra-renal). Mais de 98% dos casos de
MENZ2A sio causados por mutacoes de sentido tro-
cado que afetam cisteinas no dominio extracelular

de RET. (2) MEN2B é semelhante a MEN? A, mas
nio possui a hiperplasia da paratiréide e inclui neu-
romas multiplos de mucosa e uma aparéncia marfa-
noide. Praticamente todas as alteracoes em MEN2B
sio mutacoes de sentido trocado que afetam o do-
minio de tirosina cinase de RET. (3) A sindrome que
consiste somente em carcinomas tiroidianos medu-
lares familiares pode ser causada por mutagdes em
ambos os dominios extracelulares e de tirosina cina-
se de RET. RET € um dos quatro proto-oncogenes
em que mutacdes podem ser causadas por sindro-
mes de cancer herdadas (veja a Tabela 11.3 para ou-

tros exemplos).
A identificacio de mutagoes responsaveis por cada
uma destas sindromes de cincer herdadas forneceu

uma forma precisa de diagnostico precoce em mais
de 98% dos casos de MEN2A. A tiroidectomia profi-

litica antes dos 6 anos de idade € recomendada para

criancas que herdam a mutacio causadora da doenca
3 anos de idade pode ser

(a tiroidectomia antes de .
indicada para os tumores mais agressivos de MEN2 B?.
RET podem produzir

Alteracdes somaticas €m Qe BRCHES
carcinomas de tiréide papilares, 0 tipo €<
léncia deste tumor au-

tiride mais comum. A preva e
mentou substancialmente entre os 1N

. : 1] ator nu-
foram expostos a0 Jcidente radioativo 1o I¢

! ‘ulo 3). Sessenta pot
clear de Chernobyl (veja O.S;;SL sapilar nestes £l

cento dos carcinomas de ti ;
: 5es somaticas €m RET

e S de perda de fungao
terogeneidade alélica. Mutijlgoei1 : p
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ganho de fungao resultam €m
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m Mutacoes de perda de funcao no proto-oncogene RET podem
produzir a doenca de Hirschsprung, uma doenca do desenvolvi-
mento enddcrino. Mutacdes de ganho de funcao na linhagem ger-
minativa no mesmo gene podem levar a qualquer um dos trés ti-
pos diferentes de canceres herdados. Alteragdes somaticas em
RET podem produzir carcinomas de tirdide papilar nao-herdados.

Outros Genes de Cancer Herdados

Mais de 30 genes mutantes responsaveis por sindro-
mes de cinceres herdados foram identificados. Es-
tes incluem os genes que causam a neurofibromato-
se tipo 2, a sindrome de von Hippel-Lindau e a sin-

drome de Beckwith-Wiedemann (veja Tabela 11.1).

Com a presente geracio de fontes genomicas, inclu-
indo a seqiiéncia de DNA humano completa, € ra-
zoivel esperar a identificacio de mais destes genes.

BASE MOLECULAR DO CANCER

Cada um dos genes identificados associados a sin-
dromes de cinceres herdados fornece uma visao uni-
ca dos mecanismos genéticos da carcinogénese.
Aqueles que representam elementos da regulagio
transcricional do ciclo celular (RB1, TP53), trans-
ducdo de sinal (NFI) e reparo de DNA (BRCAI,
BRCA2 e os genes HNPCC) prometem contribuir
significativamente para a nossa compreensao des-
tes Processos.

E impressionante que praticamente todos os ge-
nes causadores de tumores herdados descritos até
hoje tenham propriedades recessivas, pelo menos no
nivel celular do carcinoma. Esta observacdo sugere
que um alelo herdado que produz um tumor no es-
tado heterozigoto nio seria tolerado durante o de-
senvolvimento. Esta visdao € apoiada pela distribui-
ciao de tecidos quase ubiqua do produto destes ge-
nes. Como eles sdo expressos em varios, se nao to-
dos, os tipos celulares, pode cada um representar um
papel fundamental durante o desenvolvimento em-
brionario (veja o Capitulo 10).

Do ponto de vista médico, a caracterizagdo de
genes de tumores herdados pode ser muito provei-
tosa. O diagnéstico pré-sintomatico de individuos
em familias de risco para o ciancer pode especificar
aqueles que precisam sofrer inspe¢ido constante ou
1té intervencao, e isso pode retirar uma carga médi-
ca e psicolégica daqueles que ndo herdaram o alelo
mutante familiar. Se alelos mais sutis de predisposi-
cio provarem ser importantes na incidéncia de cin-
cer em geral, a habilidade de definir um risco popu-
lacional pode reduzir o custo geral da vigilincia do
cancer na populagio como um todo. No futuro, um
melhor entendimento destes genes e de suas funcdes
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vai oferecer esperanca para a prevengio do cancer
porque estes genes sio claramente limitantes da for-
macio do tumor. Se seus alelos mutados servirem de
indicadores do surgimento de tumores nascentes, ou
se suas funcdes normais puderem ser restauradas por
intervencao médica, eles terdo um importante papel
na prevenc¢ao do cancer.

O estudo de genes de cinceres herdados forne-
ceu vérias elucidacdes, mas muitas perguntas impor-
tantes permanecem. Ainda que genes de canceres
herdados sejam amplamente expressos em Vvarios te-
cidos, por que a maioria das sindromes de cancer
herdadas se caracteriza por tipos tumorais especifi-
cos (ex., retinoblastomas e osteossarcomas para RB1,
tumores de célon para APC)? Por que tipos de tu-
mores associados a alteracdes herdadas de genes de
cancer freqiientemente diferem dos tipos tumorais
associados a alteracdes somaticas dos mesmos genes
(ex., mutacoes herdadas em 7P53 levam a cancer de
mama, leucemia, tumores de cérebro, sarcoma de
tecidos moles e osteossarcomas, mas mutagoes So-
maticas em 7P53 podem levar a tumores de pulmao,
de célon, entre outros)? Em que nivel, e de que ma-
neiras, os genes de cinceres herdados estdo envolvi-
dos nos cinceres comuns, nio-herdados?

m 0 mapeamento e a clonagem continua de genes de sindromes de
cancer fornecerao conhecimentos importantes dos mecanismos da
carcinogénese e nos processos biologicos fundamentais. 0 diagnds-
tico pré-sintomatico de membros de familia de risco para o cancer e,
finalmente, a possibilidade de intervencoes genéticas sao outros im-
portantes objetivos e recompensas potenciais destes estudos.

A HERANCA GENETICA E IMPORTANTE
NOS CANCERES COMUNS?

O papel e até mesmo o significado da predisposicio
herdada nos canceres comuns, como os carcinomas de
mama, de colon e de prostata, ainda nio estd certo.
Um aumento aparente na freqiiéncia de cinceres co-
muns em algumas familias levou a sugestdo de que ale-
los causadores de canceres comuns pudessem existir, O
agrupamento familiar traduz em aumento no risco re-
lativo de cancer de mama, por exemplo, entre mulhe-
res com parentes de primeiro grau que tiveram cincer
de mama. A base genética deste risco elevado ainda nio
foi demonstrada. No entanto, evidéncias indicam que
uma fragio de casos de cincer de mama pré-menopau-
sa € associada aos genes BRCAI e BRCA2. Além disso

andlises estatisticas de grandes heredogramas fornece:
"am SUpOrte para um componente genético no cincer
de célon comum e no cancer de préstata.

- Como vamos finalmente determinar se “alelos de
ncer” comuns existem na populagio? Talvez, uma

forma seja explorar novas abordagens de mapc,, en-

to génico que identifiquem genes envolvidos nag y .
celulares de cancer. Cada um destes se torna um g,
candidato que, hipotetizamos,. p.ode conferir pre(js.
posi¢do a0 cancer. O teste mais importante da hipg-
tese gene-candidato vai ser detgrmmar S€ existen
mutacdes no gene entre 0s pacientes com cancer,
Encontrar estas mutagoes vai validar a hipétese ge.
Hética. Se nenhuma mutagio for encontrada, porén,
permaneceremos ince.rtos, porque uma predisposi-
cio genética poderia ainda ser conferida por um ge.
lo de um gene ainda nio identificado e testado.

—
m A questdo da existéncia de alelos de canceres comuns na popy-

lago pode ser abordada pelo rastreamento de mutacdes entre g
niimero crescente de genes identificados conhecidamente enyg|-
vidos em mecanismos celulares que levam ao cancer.

h

Uma descricio detalhada dos genes e eventos ge-
néticos que envolvem o cancer esta emergindo rapi-
damente. Os genes identificados caem em trés cate-
gorias relativamente distintas: oncogenes mutantes
que agem como promotores de crescimento celular;
supressores de tumor mutantes que freqlientemente
falham em inibir o crescimento celular; e mutacoes
em genes de reparo do DNA que criam uma fre-
qiiéncia alta de oncogenes e de supressores de tu-
mor mutados. Estas categorias compartilham o fato
de que cada uma, ao final, afeta a regulacdo genética
e o crescimento e desenvolvimento celular. Ainda que
agindo em pontos diferentes, elas regulam as mes-
mas atividades celulares e as vias de informacio fun-
damentais. Técnicas novas e poderosas em biologia
molecular e genética estio identificando genes es-
pecificos associados a tipos tumorais especificos.
Novas informagées significativas estio comegando
a se tornar disponiveis para pesquisadores e clinicos
e pode-se esperar que criem diagnoéstico altamente

especializado e ferramentas terapéuticas que redu-
zam o fardo do cAncer.
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RECURSOS DA INTERNET

Massachusetts General Hospital Cancer Center (/inks para
muitos sites tteis sobre cincer de mama)
bttp://www.cancermgb.ban’m‘d.eduﬂ,inks.btm

National Cancer Institute Information site (informagoes ge-
rais sobre cincer e genética do cancer, bem como /inks
para outros sites uteis)
bttp://cancer.gov/cancerinformation

1. O locus G6PD é localizado no cromossomo X. Estudos de alelos de G6PD em células tumorais de
mulheres mostraram que todas as células tumorais geralmente expressam o mesmo tinico alelo G6PD,
mesmo que a mulher seja heterozigota no locus G6PD. O que este achado diz a respeito da origem

das células tumorais?

2. Se supusermos que a taxa de mutacio somitica no locus RBI € de trés mutagdes por milhdo de
células e que existe uma populagio de 2 milhdes de retinoblastos por individuo, qual a freqiiéncia
esperada de retinoblastoma esporddico na populagio? Qual o nimero esperado de tumores por indivi-

duo entre aqueles que berdam uma copla muta

- 3. Compare e contraste Oncoge
- classes de genes causd

dores de tumor afetaram

da do gene RBI?

nes e genes supressores de tumor. Como as caracteristicas destas duas
a nossa habilidade de detecta-los?

" 4. Membros de familias com a <indrome de Li-Fraumeni quase sempre desenvolvem tumores
Jein corno de 65 a 70 anos Je idade, mas a probabilidade de desenvolverem um tipo especifico de

cancer, cOmo carcinoma

Je mama ou de colon € relativamente baixo. Explique.



