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RESUMO

Faz-se uma revisdo dos aspectos fundamentais da carcinogenese virica e quimica, chamando a atengdo para
o facto de ambas irem actuar pelo mesmo mecanismo, a mutagio de um gene controlador do crescimento.

SUMMARY

Oncogenesis

The Author reviews for fundamental aspects of viral and chemical carcinogenesis, and calls attention to the
fact that both mechanisms act through the same way: mutation of a gene which controls growth.

CARCINOGENESE

Sdo bem conhecidas trés causas de indugdo de neoplasias:
por }l)rodutos quimicos (carcinogénios), por radiagdes e por
virus'. Desde que Ames demonstrou que os carcinogénios sio
mutagénios, podemos aceitar que na base do processo de
indugdo de cancro se encontram processos de mutagio gené-
tica.

Vejamos o processo de mutagénese induzida por virus.
Neste grupo temos a considerar virus contendo ADN e virus
contendo apenas ARN, provavelmente os mais primitivos na
evolugdo, também chamados retrovirus.

Um virus ADN infecta uma célula, alcanga o nicleo e ai o
seu ADN funde-se com o do hospedeiro. O genoma deste passa
a produzir dois tipos de proteinas, as especificas do hospedeiro
e as resultantes da presenga dos genes viricos, causando um
desarranjo do controlo, que pode levar & proliferagio maligna
(Fig. ).

proteinas H

—— { proteinas V

N, T
% : k desarranjo de
) \ controlo
ADND ADNv clivagem fusdo
(endonucleases) (ligases)

Figura | — Mecanismo de insergdo do genoma de um virus ADN no genoma do
hospedeiro

Um retrovirus requer fases especiais: em primeiro lugar o
ARN serve de modelo para o fabrico de ADN complementar
(provirus), gragas & presenga de um enzima, a transcriptase
reversa. O ADN ¢ em seguida formado em duas faixas comple-
mentares, cujo nimero é amplificado. Segue-se o processo de
insergdo do ADN do virus no genoma do hospedeiro (Fig. 2).

Os retrovirus foram inicialmente denominados oncornavi-
rus (onco + RNA + virus), em virtude de estarem associados &
indug@o de neoplasias nos animais.
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Existem diferencas entre as carcinogénese quimica e a car-
cinogénese virica. Nesta tltima a resposta é directa, havendo
uma transformagao ripida das células infectadas. Pelo contra-
rio, a carcinogénese quimica é um processo lento, devido em
parte & presenca de enzimas reparadoras do ADN, que permi-
tem a substitui¢io das bases alteradas. Além disso, existem
alterages intermedidrias, que regressam caso o estimulo carci-
nogenio cesse.

No homem a carcinogénese quimica é frequente, ao passo
que a carcinogénese por virus é rara, ou ainda mal conhecida.

PROTOONCOGENES E ONCOGENES

Um problema largamente debatido em relagdo a causa do
cancro foi o de saber se neste estava implicada fundamental-
mente a alteragdo de controlos exteriores ao genoma (feno-
meno epigenético) ou se, pelo contrario, era a alteragdo de um
ou mais genes (oncogenes) que estava na base das anomalias da
proliferacdo celular. Este problema esta hoje esclarecido gra-
¢as a técnica de transfecgdo, que consiste em introduzir no
genoma de uma célula genes de outra célula.

ARNv transcriptase

ADNv duplex ADNv
reversa

retrovirus provirus

Figura 2 — Mecanismo de insergio do genoma de um retrovirus no genoma do
hospedeiro

Consideremos uma cultura de fibroblastos, a que adiciona-
mos 3-metilcolantreno (MC). As células em cultura
transformam-se em pouco tempo em células fibrosarcomato-
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sas. Isolando e purificando o ADN destas células, tornadas
malignas por carcinogénese quimica, ¢ introduzindo-o no
genoma de fibroblastos normais, estes tornam-se também
malignos, podendo o processo repetir-se.

~@===25—()

fibroblastos

fibrossarcoma fibrossarcoma

Figura 3 — Transfecgio de ADN de fibroblastos sarcomatosos para fibroblastos
normais

Estava assim demonstrado que a introdug¢do de oncogenes
em células normais causava a sua transformagio maligna.
Excluia-se, pois, a causa epigenética, como iniciadora da neo-
plasia.

O MC actuaria sobre genes, alterando-os. O ADN codifi-
caria o fenotipo da transformagio induzida. Define-se pro-
tooncogene como um gene normal, que quando transformado,
quer por compostos quimicos, quer por virus, origina um
oncogene:

protoloncogene = gene normal transformavel
| virus
: drogas
radiagdes
oncogene = gene alterado na sequéncia de bases —»CA

Nos tempos que se seguiram procurou-se identificar quais
os protooncogenes ¢ quais os oncogenes que deles derivam.
Rapidamente se chegou a duas conclusdes curiosas:

— O namero de protooncogenes ¢ reduzido

— Os oncogenes viricos e os induzidos por compostos
quimicos sdo os mesmos. Utiliza-se a abreviatura c-onc
para designar oncogenes celulares resultantes da muta-
¢do de um protooncogene por compostos quimicos ou
radia¢des e a abreviatura v-onc para os oncogenes viri-
COs.

No Quadro 1 apresentamos uma lista de retrovirus e dos
oncogenes neles identificados (v-onc). Cada oncogene virico é
abreviado em trés letras (3).

QUADRO 1 — Oncogenes isolados de células infectadas por
virus

origem do retrovirus oncogene virico (v-onc)

Aves: Rous sarcoma virus v-SIc
Y-73 sarcoma virus v-yes
Avian myelocytoma virus v-myc
Avian erythroblastosis virus v-erb
Avian myeloblastosis virus v-myb
Avian reticuloerdotelicsis virus v-rel

Murganho: Moloney sarcoma virus v-mos

Abelson leukemia virus v-abl

Harvey sarcoma virus v-rasﬂ'a

Kirsten sarcoma virus v-rasK‘:L
FBJ osteosarcoma virus v-fos
Felino: Feline sarcoma virus {GT-ST) v-fes
Feline sarcoma virus (McDonough) v-fms
Primata: Simian sarcoma virus v-sis
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NATUREZA DOS PROTOONCOGENES

Os protooncogenes sdo genes altamente preservados na
evolugio das espécies. Ha uma alta fidelidade de conservagio
da sua mensagem genética, ao longo da evolugdo dos vertebra-
dos, incluindo mesmo alguns invertebrados. Eles parecem
constituir uma familia de genes altamente colocados hierarqui-
camente, desempenhando fungdes criticas, e a minima altera-
¢fio causa graves transtornos nos processos de divisdo celular.

Alguns protooncogenes apenas parecem activos no desen-
volvimento embriondrio, contendo a mensagem para a produ-
¢io de factores de crescimento embrionirio e tornam-se
quiescentes mais tarde. Uma célula normal contém protoonco-
genes, de cuja mutagio somatica pode resultar a sua expressio
em tempo inapropriado, ou em excesso, ou de forma anormal.
Os mecanismos de mutagio somatica podem resultar de ampli-
ficagdo genética, de mutagdo pontual ou de transposicdo de
bases.

MENSAGENS DOS PROTOONCOGENES

A medida que foi possivel saber quais as proteinas cuja
mensagem genética estava codificada nos protooncogenes
verificou-se que eram relativamente poucas: tirosina quinases e
seus receptores, factores de crescimento, proteinas reguladoras
da formaciio de nucledtidos ciclicos e algumas proteinas
nucleares (4). Estdo resumidas no Quadro 2.

QUADRO 2 — Proteinas cuja mensagem genética é codifi-
cada por protooncogenes

proteinas oncogenes fungio localizagdo
src
yes proteinas
fgr . membrana celular
quinases
tirosina—quinase abl ificas para citoplasma
fps tirosina (Tpr K) ut@eto
fes
ros
erb B
fms
factores de membrana celular
. mil
crescimento e raf activam Tpr K outras membranas
seus receptores
mos citoplasma
sis
proteinas regu- H-ras
ladoras de nucleg Ki-ras unido de GIP membrana celular
tidos ciclicos N-ras
fos
proteinas myc
nucleares myb ? micleo
B~lym
ski
rel
? erb A ? ?
ets

A. PROTEINA-QUINASES

Um conjunto de protooncogenes contém a mensagem para
proteina-quinases especificas para tirosina. Estes enzimas
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catalisam a fosforilagdo de um residuo de tirosina de uma
proteina de acordo com a seguinte equagio:

0=C- =C -
S - °=c-n
ATP + HO G{Z—CH —> ADP + 0 =P -0 ) -
1 t |
HN - R oH HN - R,

2

tirosina em proteina fosfotirosina em proteina

Ja se conheciam proteina-quinases que fosforilavam resi-
duos de serina ou de treonina em proteinas, activando-as ou
inibindo-as; porém, o conhecimento de tirosina-proteina-
-quinases ¢ mais recente. A primeira identificada foia p 60 src
de células infectadas pelo virus do sarcoma de Rous e pouco
depois foi identificada a p 120 abl do virus da leucémia do
murganho. Mais tarde foram identificadas em células normais.

Uma dificuldade encontrada foi a escassez de proteinas
fosforiladas. Com efeito, no fibroblasto a activagio de
proteina-quinases origina fosforilagin de 90% de residuos
serina € de 10% de residuos treonina, mas apenas é possivel
fosforilar 0,03% de residuos de tirosina. E de notar que em
células infectadas por retrovirus a fosforilagdo de residuos de
tirosina aumenta 10 vezes.

Procurou-se entdo saber que proteinas eram fosforiladas
em residuos de tirosina e qual a consequéncia:

1) Trés enzimas da glicdlise (enolase, desidrogenase lactica
e fosfoglucomutase) o que parece insuficiente para
explicar o aumento de glic6lise nos tumores,
Vinculina — é uma proteina do citosqueleto, de PM =
= 130.000; a sua acgdg parece consistir em unir os
filamentos de actina a uma proteina de membrana. A
fosforilagdo da vinculina reduz a sua capacidade de
interligagdo, causando desorganiza¢fio intracelular e
alteracdo da forma da célula.

Proteina p 36 — estd associada a face interna da mem-

brana celular e tem uma fungio estrutural, que é afec-

tada por fosforilagdo.

4) Proteina p 42 — esta proteina ¢ fosforilada em resposta
a numerosos estimulos mitogénicos, admitindo-se que
desempenhe um papel importante na indugio de mitose.

5) Fosfatidil-inositol da membrana — pode ser fosforilado
pela proteina p 60 src, acelerando a sua clivagem. Os
produtos desta clivagem sio activadores de outros pro-
cesso metabdlicos.
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Finalmente, convém mencionar que foram detectadas dife-
rengas na sequéncia de aminodcidos entre as tirosina pr K
induzidas por oncogenes ¢ as presentes em células normais. E,
pois, possivel que elas sejam causadoras de fosforilagio anor-
mal, responsével por desregulagio metabélica ou da activi-
dade mitogénica. 5,6

B. FACTORES DE CRESCIMENTO
E SEUS RECEPTORES

No segundo grupo de oncogenes temos a considerar os que
contém mensagens para proteinas que funcionam estimulando
os sistemas de crescimento. Estdo especialmente bem estuda-
dos os oncogenes v-sis e v-erb B. O primeiro codifica uma
proteina andloga ao factor de crescimento derivado das pla-
quetas (FCDP) ¢ o segundo tem a mensagem para uma forma
truncada de receptor do factor de crescimento epidérmico
(FCE).

O FCDP ¢ constituido por duas cadeias peptidicas A e B
semelhantes, havendo davidas sobre se elas formam um
dimero unido por uma ponte S-S ou se actuam isoladas. No
porco sé existe a proteina B.

O oncogene v-sis ¢ formado por um péptido com 258
aminodcidos ao passo que a cadeia Bdo FCDP é homéloga &
sequéncia 99-207 do primeiro, diferindo apenas em 3 residuos:

1 99 vosis 207 258
HZN COOH

c-sis (B-FCDP)

O FCDP encontra-se nos grinulos a das plaquetas e,
quando libertado, vai actuar sobre as células contendo recep-
tores especificos. E um potente mitogénico, estimulando a
migragio e produgdo de células no local de lesdo vascular
(hormona das feridas). Também parece desempenhar um
papel na aterosclerose. Ele liga-se a receptores de alta afini-
dade, ¢ internalizado e degradado nos lisosomas. O seu recep-
tor estd associado a uma tirosina pr K (tal como o FCE, a
insulina e o factor de crescimento insulinico I).

Vemos, pois, que, em condi¢des normais, o FCDP é liber-
tado das plaquetas, circula até 4 célula alvo, a que se liga
exogenamente, produzindo um estimulo mitogénico intermi-
tente. Contudo, no caso do oncogene v-sis, 0 analogo ao
FCDP ¢ produzido no interior da célula e vai estimular o
receptor de um modo continuo, originando um estimulo mito-
génico constante, que leva a prolifera¢do desordenada.

Existe um orgdo, a placenta, que produz FCDP e tem
receptores para ele, o que explica o seu crescimento rapido.

Nas células normais o FCDP estimula a produgio de dois
outros factores, os factores de transformagéo ae 8(FTae ), e
activa ainda outros proto-oncogenes (c-myc e c-fos), origi-
nando um fenotipo transformado reversivel.

O caso do oncogene v-erb é mais estranho e dificil de
interpretar. Ele codifica uma verso truncada do receptor para
o FCE. O FCE tem 1 186 aminoacidos, dos quais cerca de
metade detro da célula € a outra metade, fortemente glicosi-
lada, fora da célula. O produto de v-erb contém os residuos
554-1154 da parte intracelular do receptor do FCE com 96%
de homologia. Esta forma incompleta do receptor de FCE esta
activada continuamente, fosforilando residuos de tirosina de
proteinas dum mado continuo, e activando a mitogénese.

Mais recentemente descobriram-se outros oncogenes deri-
vados de receptores para factores de crescimento: o v-fms é
também semelhante ao receptor de FCE e o seu homélogo
c-fms foi identificado como receptor do factor de crescimento
das células mieloides.

Um outro oncogene recentemente descoberto, neu, detec-
tado em neuro/glioblastomas do rato, parece codificar o
receptor do FCDP.

Vejamos agora o problema dos factores de transformagio.
O FTa é um polipéptido de 50 aminoacidos que actua sobre os
receptores do FCE, com o qual tem uma homologia de cerca de
40%. A sua acgio apenas foi documentada em células tumorais
ou transformadas por virus. E possivel que o FTe tenha um
papel na embriogénese e possivelmente na regeneracio tissu-
lar, ao passo que o FCE tenha um papel endécrino no adulto.

O FCB, pelo contrario, existe no adulto, sendo particular-
mente abundante nas plaquetas (1500 moléculas/plaqueta).
Parece ter um papel na cicatrizagdo de feridas. Pensa-se que
tenha um receptor préprio, pois nio se liga a outros.

A entrada de fibroblastos no ciclo mitdtico requer a acgiio
coordenada de 3 FC (FCDP, FCE e FCI). Também para
induzir a sua transformac¢@io maligna por FT a presenca dos
trés FC € requerida. ™
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C. PROTEINAS REGULADORAS DE NUCLEGTIDOS
cicLicos

Os oncogenes ras codificam uma proteina p 21 de PM =
= 21000 que catalisa a sua prépria fosforilagdo num residuo de
treonina, mas nio fosforila outras proteinas. E, pois, uma
autoquinase dependente de GTP:

GTP + c-ras — c-ras - P + GDP

Esta fun¢io de GTPase estd reduzida para 1/5 de actividade
no caso da proteina codificada por v-ras, o que faz pensarque a
proteina v-ras mantenha um sinal continuo.

Vejamos em que gonsiste este sinal. Para o compreender
vamos fazer uma curta descricio do papel das proteinas G
como reguladoras da formagio de nucleétidos ciclicos.

Diversas hormonas (adrenalina, glucagina, p.e.) exercem
os seus efeitos através da formagio de um segundo mensageiro
intracelular, usualmente 0 AMP ciclico. Todavia, o sistema ¢
mais complexo e podemos considerar o esquema da Figura 4
como uma aproximaggo simplificada.

Figura 4 — Controlg da formagio de AMP ciclico pelas proteinas G

Hs Hi
)
1 e
b
“Celular
Gs Gi :

b3
0
[ F——

AMPc
activagao: Hs une a Rs
Gs recebe GTP, activa AC —= AMPcC
Gs desagrega-se —e & hidrolisa GTP (pdra —» AMPC)

inibi¢3o: HY une a Ri
Gi desagrega-se — inibigdo de AC

Consideremos na membrana dois receptores Rs ¢ Hi, o
primeiro estimulador, o s¢gundo inibidor da adenil-ciclase
(AC). Notamos ainda, na face interna da membrana a presenga
de duas proteinas G (Gs e Gi) formadas duas subunidades a e
B, sendo as diferente de ai (@) e a subunidade B idéntica.

Quando uma hormona estimuladora se une a Rs, este
activa Gs, que recebe uma molécula de GTP na subunidade a.
Esta dissocia-se de B e activa a adenil-ciclase. A recombinag¢io
da subunjdade A com a subunidade B estimula a actividade
GTPase de @. O GTP ¢ hidrolisado e cessa o estimulo para a
activacdo da adenil-eiclase,

Quando uma hormona inibidora se une ao receptor inibi-
dor da-se a dissociagdo das subunidades «’e 8, indo S unir-se &
subunidade g activadora e estimular a degradagdo do GTP.

Entre ag proteinas G encontra-se a transducina, no seg-
mento externo des bastonetes da retina, que converte o esti-
mulo luminoso em varia¢fie dg polarizagdo da membrana. Um
fotdo isomeriza a rodopsina, que permuta GDP com GTP. O
complexo [GTP-transducina] dissocia da rodopsina, reage
com a fosfodiesterase e esta hidrolisa GMP ciclico. O GTP ¢
hidrolisado pela actividade fosfatésica e acaba o ciclo visual,
pois cessa a activagdo da fosfodiesterase € a transducina reas-
socia com a rodopsina.

A subunidade « foi analisada. Tem 350 aminoacidos, com
sequéngias homologas aos produtos dos oncogenes ras, em
especial as sequéncias que unem GTP e as que tém actividade
GTPase.

174

H4 razdes para pensar que entre as acgdes do AMP ciclico
se encontrem sinais mitogénicos. Demonstrou-se que ele activa
a gene da prolactina e os genes da desidrogenase lactica, tran-
saminase da tirosina e fosfoenol piruvato carboxiquinase; fos-
forila proteinas da cromatina e proteinas ribosémicas.

As proteina-quinases activadas pelo AMPc actuam sobre
componentes do citosqueleto. E, pois, compreensivel que uma
alteracdo do proto-oncogene ras, de que resulte modificagio
da capacidade GTPase da subunidade e da proteina G, tenha a
ver com o controlo da actividade mitética da célula.

A administragdo de p 21 a culturas de células por micro-
-injecgdo origina perda de controlo de crescimento em poucas
horas. Contudo, a micro-injec¢do de um anticorpo especifico
para a proteina p 21 causa a reversdo para o fenotipo normal.

Os mutantes da proteina ras t&m uma actividade GTPase
de 1/ 10 do normal, pelo que a formacdo de AMPc esta muito
aumentada e, em resultado, os sinais mitogénicos.

A familia de oncogenes ras é composta por trés membros:
Harvey, Kirsten e N. O N-ras estd activo em tumores hemato-
poiéticos (leucémias, linfoma de Burkitt, neuroblastoma, sar-
comas, carcinoma do célon) ao passo que os H-ras e K-ras
estdo activos em tumores humanos (cancro da bexiga, pulmio,
célon, pancreas, sarcomas, tumores hematopoiéticos, neuro-
blastomas) e de animais (neuroblastomas do rato, cancro da
bexiga do murganho). Os oncogenes ras diferem do proto-
-oncogene apenas na mensagem de um nucleétido e todos eles
especificam a proteina p 21 que difere do normal no aminoa-
cido 12 ou no 26. Sdo detectados em 20 a 30% dos tumores
humanos.

Em condig¢des normais a actividade do proto-oncogene ras
¢ minima ou nula, como o parece confirmar um estudo reali-
zado sobre a metilagdo do gene da albumina e da proteina ras
em hepatocitos normais. Comparando o estado de metilagdo
do gene da albumina e do gene ras em hepatocitos e em células
ndo parenquimatosas do figado, verifica-se que o gene da
albumina esta hipometilado (activo) no hepatocito e hiperme-
tilado (inactivo) nas restantes células, ao passo que o gene ras
estd hipermetilado em todas, ' *?**

D. PROTEINAS NUCLEARES

Como vimos, alguns oncogenes codificam proteinas
nucleares (myc, fos, myb, B-lym, ski) sobre as quais se sabe
muito pouco. J& vimos que o FCDP activa os oncogenes myce
fos, o que significa que um fenémeno de membrana celular
pode formar um sinal que chega ao nucleo.

O oncogene mais bem estudado € o myc, cujo gene €
transcrito num ARN contendo trés exons e dois introns,
porém, a proteina apenas é codificada pelo 2.°e 3.°exon. A
proteina produzida a partir do oncogene myc existe na matriz
nuclear, mas ignora-se a sua fungfo.

Em culturas de células de neuroblastomas, a expressdo de
c-myc como ARN mensageiro estd aumentada. Este facto
resulta por um lado do aumento do nimero de coépiasdo gene,
por outro da sua maior actividade. A activagdo parece ser o
primeiro fenémeno, ao passo que o aumento do nimero de
copias parece um fenédmeno posterior devido  progressdo do
tumor.

O oncogene myc também aparece eXpresso noutros tumo-
res (retinoblastoma, carcinomas neuro-endécrinos). A sua
actividade ¢ reduzida por interferon nalgumas linhagens de
células tumorais, porém, outras sdo resistentes.

Grande interesse teve a descoberta do envolvimento do
oncogene c-myc translocado no linfoma de Burkitt. O onco-
gene c-myc encontra-se na extremidade do brago longo do
cromossoma 8, ao passo que os genes para as cadeias pesadas
das imunoglobulinas se encontram no cromossoma 14. Uma
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translocagfo reciproca entre as extremidades destes cromosso-
mas aparece neste linfoma. Admite-se que no cromossoma 14
existem enhancers (estimuladores) e que a unidode c-myca um
enhancer tenha como consequéncia o seu estimulo continuo.

Noutros casos de linfoma de Burkitt, ha translocagdes
reciprocas entre o cromossoma 8 ¢ 0s cromossomas 2 ou 22,
locais de sintese das cadeias leves (16% translocagées 8/22,9%
8/2, nos restantes 8/14).

Dado que o gene c-myc é expresso a baixo nivel na maioria
dos tecidos, excepto nos hematapoiéticos (bolsa de Fabricio,
timo, baco, medula dssea, célula T e B) adraite-se que tenha um
papel na erescimento ou diferenciagdo das células hematopoié-
ticas, **

LOCALIZACAO CROMOSSOMICA
DOS PROTO-ONCOGENES

A localizagdo da maior parte dos proto-oncogenes esta
hoje determinada. O seu conhecimento tem interesse na
medida em que pode explicar o aparecimento de tumores
quando um prota-oncogene ¢ translocado para junto de uma
zona de outro cromossoma que o possa estimular. Grande
nimero de situagSes deste tipo comecam a ser detectadas e t2m
interesse futuro na compreensdo de fenémenos genéticos liga-
dos com o cancro e na identificagdo de certos tipos de tumores.
9 lQ}lg\dro 3 apresenta uma lista de distribui¢do de oncogenes.

QUADRO 3 — Localizagiio de proto-oncogenes em cromos-
somas humanos
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DISCUSSAO

Os trabalhos destes altimos anos permitiram concluirque a
causa do cancro consiste em pequenas mutacdes de alguns
genes estrategicamente ¢olocados. Estes genes podem ser da
propria célula ou nela introduzidos por virus que contgém
versdes semelhantes. A caracteristica comum ¢ a sua fungio
reguladora do crescimento. Com efeito, parece haver uma
sequéncia de acgdio nas proteinas por eles codificadas, quer
sejam factores de crescimento, quinases reguladoras de protei-
nas, proteinas controladoras da formagio de AMP ciclico, ou
proteinas nucleares, elas t2m de comum o controlo da mitogé-
nese.

A conservagio destes genes ao longo da evolugdo das espé-
cies faz pensar que qualquer experiéncia da Naturéza, ten-
tando modifica-los, seria acompanhada de tdo graves
altera¢des do controlo do crescimento, que inviabilizaria qual-
quer organismo pluricelular.

Certamente mais alguns oncogenes virdio a ser descritos nos
proximos tempos, no entanto, é pouco provavel que o conceito
actual do seu mecanismo de acgio sofra modificagdes impor-
tantes.
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