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Resumo: Os cinceres cutaneos nao melanoma sao as neoplasias malignas mais comuns em
humanos. O carcinoma basocelular e o carcinoma espinocelular representam cerca de 95%
dos cinceres cutineos nio melanoma, o que os torna um crescente problema para a satde
publica mundial devido a suas prevaléncias cada vez maiores. As alteracoes genéticas que
ocorrem no desenvolvimento dessas malignidades cutineas sio apenas parcialmente com-
preendidas, havendo muito interesse no conhecimento e determinagao das bases genéticas
dos canceres cutineos niao melanoma que expliquem seus fendtipos, comportamentos
bioldgicos e potenciais metastdticos distintos. Apresenta-se uma revisao atualizada da genéti-
ca molecular aplicada aos canceres cutaneos niao melanoma, em especial ao carcinoma
basocelular e carcinoma espinocelular, enfatizando os mais freqiientes genes e os principais
mecanismos de instabilidade gendmica envolvidos no desenvolvimento dessas malignidades
cutaneas.

Palavras-chave: Carcinoma basocelular; Carcinoma de células escamosas; Instabilidade cro-
mossomica; Neoplasias cutineas; Neoplasias cutaneas/genética; Perda de heterozigosidade;
Repeticoes de microssatélites

Abstract: Non-melanoma skin cancers are the most common malignant neoplasms in
bumans. About 95% of all non-melanoma skin cancers are represented by basal cell carci-
noma and squamous cell carcinoma. Their prevalences are still increasing worldwide, re-
presenting an important public bealth problem. The genetic alterations underlying basal
cell carcinoma and squamous cell carcinoma development are only partly understood.
Much interest lies in determining the genetic basis of non-melanoma skin cancers, to
explain their distinctive pbenotypes, biological bebaviors and metastatic potential. We pre-
sent bere a molecular genetic update, focusing on the most frequent genes and genomic
instability involved in the development and progression of non-melanoma skin cancers.
Keywords: Carcinoma, basal cell; Carcinoma, squamous cell; Chromosomal instability;
Loss of beterozygosity; Microsatellite repeats; Skin neoplasms; Skin neoplasms/genetics
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INTRODUCAO

De maneira geral, o cancer é doenga causada
por mutagoes genéticas que conferem as células algu-
mas carateristicas especiais, como capacidade ilimita-
da de proliferagao, perda de resposta a fatores de ini-
bicio de crescimento, evasao de apoptose (morte
celular programada), capacidade de invadir outros
tecidos (metdstases) e producao de novos vasos san-
gliineos (angiogénese). Sendo assim, a maioria dos
tumores malignos cutineos nao herdados resulta de
mutagoes causadas por carcindgenos que de alguma
forma promovem danos ao DNA e conferem vanta-
gens que propiciam o crescimento celular e a invasio
de outros tecidos.

O cincer cutineo nao melanoma (CCNM) é o
tipo de cincer mais incidente no Brasil em ambos os
sexos, com 116 mil novos casos estimados para 2006."
Por tratar-se de neoplasias malignas de baixa letalida-
de e bom prognéstico, é provavel que exista sub-
registro devido ao subdiagndstico, a caracteristica
indolente e a instituicio de tratamento adequado e
oportuno. Por essa razao, as estimativas das taxas de
incidéncia e dos nameros esperados de casos novos
de CCNM devem ser consideradas estimativas mini-
mas.'

Aproximadamente 95% dos CCNMs sao repre-
sentados pelo carcinoma espinocelular (CEC) e pelo
carcinoma basocelular (CBC), sendo este ultimo a
neoplasia maligna cutanea mais freqiiente, represen-
tando aproximadamente 75% dos CCNMs no mundo
ocidental.? Nos Estados Unidos o CBC € o tipo de cin-
cer mais diagnosticado, com quase um milhao de
casos estimados por ano.’

Os fatores de risco que contribuem para o
desenvolvimento dos CCNMs sao bem conhecidos e
incluem principalmente raca, idade, género, exposi-
¢ao cronica a agentes mutagénicos quimicos e fisicos,
além de fatores genéticos.” A exposicio excessiva 2
radiac¢ao ultravioleta (UV), em especial ao ultravioleta
tipo B (UVB), tem sido associada ao aumento do risco
para o desenvolvimento dos cinceres cutineos
incluindo o CBC e CEC,’ pois pode causar mutagoes
génicas no acido desoxirribonucléico (DNA) dos que-
ratindocitos, sendo que a falha no reparo dessas altera-
coes génicas pode levar a crescimento celular desor-
denado e formacio de tumor.’ Além disso, a radiacio
UV tem grande efeito sobre o sistema imune cutineo,
induzindo a um estado de imunossupressao local que
impede a rejeicio do tumor neoformado.’

Carcinoma basocelular

A transformacao maligna de uma célula da
camada basal da epiderme ou dos anexos di origem
ao CBC, tumor que apresenta como principais carac-
teristicas a indoléncia e o crescimento lento, sendo
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localmente destrutivo e raramente produzindo
metastases.

As formas nao herdadas (esporidicas) de CBC
representam a maioria absoluta dos casos diagnosti-
cados, enquanto as herdadas sio mais raras e fazem
parte de algumas sindromes, como a do nevo basoce-
lular (SNBC).

O CBC possui diferengas de comportamento
biolégico que podem ser explicadas pela presenca de
fatores intrinsecos ao préprio tumor, como o padrio
de crescimento tumoral, o potencial de recorréncia e
metastase, o padrao histolégico e os fatores genéti-
cos.” Fatores extrinsecos, como sitio de origem, tera-
péutica escolhida e estado imunolégico do portador
da neoplasia, também sao importantes.

Do ponto de vista histolégico, sao observados
padroes de crescimento varidveis que conferem ao
CBC diferencas em seu comportamento biolégico. A
classificagio baseada nos padroes de crescimento
tem maior significincia biolégica e considera a exis-
téncia dos tipos nodular, superficial, infiltrativo,
esclerodermiforme, micronodular e de padrao
misto,’ sendo util na conceituacio de alto e baixo
risco dos subtipos histologicos de CBC.

Os CBCs de alto risco sao caracterizados pela
probabilidade aumentada de extensio subclinica,
excisao incompleta, comportamento agressivo de
invasao ou recorréncia local, e incluem os subtipos
superficial, esclerodermiforme, micronodular e os
mistos.

Carcinoma espinocelular

O CEC, ou carcinoma epidermoide, representa
cerca de 20% das neoplasias malignas cutineas. E
constituido por proliferacao atipica de células espi-
nhosas, de carater invasor, podendo gerar metasta-
ses. Os CECs primdrios da pele em geral originam-se
em regioes expostas ao sol e nao ha davida de que
exposicao cronica e cumulativa a radiacao UV, em
especial ao UVB, € a causa primaria da carcinogénese
cutanea.”"' Enquanto os CBCs esporadicos desenvol-
vem-se “de novo”, os CECs também podem surgir a
partir de lesdes pré-cancerosas, como queratoses acti-
nicas (QA), queilites actinicas, leucoplasias orais e
radiodermites cronicas. Entretanto, outros fatores
extrinsecos podem desempenhar importante papel
causal e incluem outras formas de radiagcio, substin-
cias quimicas como os hidrocarbonetos e o arsénico,
tabaco, queimaduras, infec¢io pelo papiloma virus
humano (HPV), ulceras cronicas, entre outros.”

O comportamento biolégico dos CECs é seme-
lhante ao dos carcinomas epiderméides originados
de outros epitélios escamosos, e sua diferenciacao
histolégica é baseada principalmente na intensidade
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de queratinizacao. As formas bem diferenciadas em
geral exibem pequenos focos de queratina dentro de
l6bulos tumorais (pérolas coérneas), paraqueratose,
além de pequena atividade mitética e pleomorfismo
minimo. Ja os CECs pouco diferenciados demons-
tram acentuado pleomorfismo e pouca ou nenhuma
capacidade de produzir queratina. Nos casos de ana-
plasia intensa, o exame imuno-histoquimico pode
auxiliar na identificacgio da origem epitelial do
tumor."”

Conceitos basicos em genética molecular

Antes de prosseguir, é de fundamental impor-
tancia a exposicao de alguns conceitos basicos que
irdo auxiliar na compreensao da genética molecular
dos CCNMs.

Organizacao e estrutura dos genes

A palavra genética deriva da raiz grega gen, que
significa “vir a ser”. Foi empregada pela primeira vez
em 1906, por Bateson, para designar o estudo da
hereditariedade e da variacao dos seres vivos."

A genética desenvolveu-se a partir de meados
do século XIX com os estudos de hereditariedade de
Mendel, passando pela elucidacio da estrutura de
DNA por Watson e Crick (1957)" e chegando até a
complexidade da biologia molecular atual, quando
alguns genomas inteiros ja sio conhecidos, como,
por exemplo, o genoma humano.

O termo “genoma” designa o conjunto comple-
to de seqiiéncias no material genético de um organis-
mo. Ele inclui a seqiiéncia de cada cromossomo e
ainda qualquer DNA contido em organelas." O estado
atual de conhecimento da bioinformatica permite a
identificacao de sequéncias codificadoras de protei-
nas com base em parametros bem definidos, mas nao

A

Replicacdo
DNA )
Transcri¢do .~
Reversa I ﬂ Transcri¢do
RNA
ﬂ Tradugdo
Proteina

407

exclusivos. De acordo com esses critérios, estima-se
que o genoma humano possua pouco mais de 30 mil
genes, 0 que corresponde a aproximadamente 10%
do genoma.”

Em termos moleculares, gene é a seqiiéncia de
DNA necessaria para a sintese de uma molécula de
acido ribonucléico (RNA), que pode levar a sintese de
uma proteina funcional, seguindo assim o que foi
denominado “dogma central da biologia molecular”
(Figura 1A).

Os genes sao precedidos por uma regiao dita
promotora, que é responsavel pela regulagao de sua ati-
vaciao (expressio). Sao constituidos por regides codifi-
cadoras (éxons) intercaladas com regides que, em prin-
cipio, nao sao codificadoras (introns) (Figura 1B).

Durante o processamento do pré-mRNA, os
introns sao retirados, e os éxons, ligados entre si de
forma precisa e na mesma ordem em que se encon-
travam no respectivo gene, por um processo denomi-
nado splicing. Os éxons contém a sequiéncia de
nucleotideos necessaria para a sintese de aminodci-
dos de uma proteina durante a traducao nos ribosso-
mos. Embora a maioria dos genes codifique protei-
nas, alguns codificam diferentes tipos de RNA, como
o transportador (RNAt) e o ribossomico (RNAr), entre
outros tipos.'

Proto-oncogenes e genes supressores de tumor
Ha duas classes principais de genes que podem
sofrer mutacoes e contribuir para a génese do cancer,
0s oncogenes e os genes supressores de tumor.’
Genes que atuam no sentido de estimular a
divisao celular podendo levar ao crescimento descon-
trolado sao chamados proto-oncogenes. Esses genes
sao0 ativos na fase embriondaria, e inativos nas células
adultas. Muitos proto-oncogenes sao moléculas sina-
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FiGura 1: (A) Esquema representando o dogma central da biologia molecular (B) Representaciao da estrutura de um gene e
processamento do RNA transcrito. Regido promotora em verde (P), éxons em azul (E), introns em vermelho (I)
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lizadoras de crescimento que, ao se tornar mutadas
(oncogenes), ficam perpetuamente “ligadas”, geran-
do a amplificagio dos sinais de crescimento celular,
suplantando os controles normais impostos pela
homeostase celular.

Os oncogenes sio em geral geneticamente
dominantes, sendo que a mutagio de uma coOpia de
proto-oncogene ¢ suficiente para produzir o fenoti-
po. Sao exemplos de proto-oncogenes os genes N-
RAS, H-RAS, K-RAS e ¢-MYC.*"’

Enquanto os proto-oncogenes promovem O
crescimento celular, existe uma classe de genes,
denominados genes supressores de tumor, que atua
inibindo o ciclo de divisao das células. Ao contririo
dos oncogenes, que podem atuar na carcinogénese
pela alteragao de apenas um alelo ocasionando ganho
de funcio (efeito dominante), para os genes supres-
sores de tumor é necessario que ocorra a perda de
funcao dos dois alelos, caracterizando, portanto, efei-
to recessivo. Os genes supressores de tumor atuam
regulando negativamente os sinais de crescimento
celular, permitindo o reparo do DNA. Eles atuam no
controle e na parada do ciclo celular, podendo tam-
bém disparar o processo de morte celular programa-
da (apoptose).”

E fato bem estabelecido que o acimulo de alte-
racoes geénicas pode levar ao desenvolvimento do
cincer. Esse fenoOmeno tem sido extensivamente
investigado por varios autores, principalmente no
cancer colorretal, cujo modelo é considerado ideal
para a compreensao do processo carcinogénico, devi-
do a progressao da pré-malignidade para malignida-
de. A maioria dos canceres surge da inativacao muta-
cional dos genes supressores ou da ativagio de onco-
genes."”

O quadro 1, adaptado de Fearon e Vogelstein,”
explica a sequéncia de mutacoes genéticas que ocor-

re na evolugio para o cincer colorretal envolvendo os
genes APC, K-RAS, DCC e TP53.” O modelo apresen-
tado sugere os passos envolvidos na transformacio
maligna das células de célon, exemplificando como
atuam os oncogenes e genes supressores durante tal
processo.

Assim como o conhecimento dos processos
que culminam com o desenvolvimento do cancer
colorretal pode contribuir para melhores aplicacoes
clinicas, seja para diagnéstico ou progndstico, o estu-
do dos processos envolvidos na tumorigénese de
CBCs e CECs podera atingir os mesmos objetivos no
futuro.

O envolvimento de alguns oncogenes e genes
supressores de tumor no desenvolvimento de cance-
res e sindromes relacionadas, como melanoma,*"*
CBC,” neuroblastoma,” o de pancreas,” o de ovi-
rio,”” o de célon nio poliposo,”™ SNBC,” retinoblas-
toma,” sindrome de Li-Fraumeni,”’ multiplos cince-
res esporadicos,” entre outros, estdo representados
nos quadros 2 e 3.

0

A proteina p53 e os inibidores do ciclo celular

Quando ocorrem danos no DNA, desenca-
deiam-se nas células mecanismos bioquimicos capa-
zes de reparar tais lesoes. Para que tal processo ocor-
ra é necessario que a célula pare o ciclo celular a fim
de nio perpetuar a mutacio, acione o sistema de
reparo e, caso ocorram falhas nesses processos, pro-
mova a morte da célula. A evolugao conseguiu atri-
buir todas essas fungoes a um determinado gene, o
TP53.

Devido a sua importincia, a proteina p53
expressa por esse gene tem sido normalmente referi-
da como “guardia do genoma”. Mutagdes no gene
TP53 estao entre as mais freqiientes alteracoes encon-
tradas no cancer.” O gene TP53 exerce efeito antipro-

Quabpro 1: Modelo mostrando as mutacoes genéticas que ocorrem na progressio
de adenoma para carcinoma colorretal’

Perda do brago
longo do
cromossomo 18

Perda do braco
curto do
cromossomo 17

Mutagio do Mutagao do (Mutacao do (Mutacao do
gene APC gene K-RAS gene DCC) gene TP53)
Epitélio Adenoma Adenoma Adenoma R
. e e . ———> Cancer
Normal Inicial Intermedidrio Tardio

*modificado de Fearon et al.”
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Quabpro 2: Exemplos de oncogenes e tipos de
tumores associados a seu ganho de funcao

Gene Tipos de tumores associados
MYC Linfoma de Burkitt,
Cancer de pulmao e de mama
BRAF Melanoma
GLI1 Carcinoma basocelular
K-RAS Melanoma
N-MYC Neuroblastoma
ABL Leucemia mieléide cronica

liferacio em resposta a uma variedade de estimulos
diferentes, incluindo os danos ao DNA. O conceito
atual é que a p53 previne a duplicacao celular quan-
do uma lesio no DNA tenha acontecido, permitindo
assim que enzimas de reparo atuem na correcio dos
erros. Porém, quando tais erros sao irreparaveis, a
p53 pode ativar vias apoptdticas, levando a célula a
morte.”

A proteina p53 nao funcionante devido a muta-
¢oes ¢ incapaz de inibir a divisdo celular na presenca
de danos, permitindo a proliferagio de células com
erros, cujo acimulo pode levar a ativagao de oncoge-
nes ou perda da fungio dos genes supressores de
tumor. Perda funcional da p53 pode também inibir a
apoptose e assim aumentar a sobrevida de células
alteradas.’

Mutacgoes no gene TP53, tipicamente induzidas
por UV (trocas de nucleotideos de C=>T e CC>TT),
podem ser encontradas em até 60% dos CBCs.” Ainda
nao foi demonstrado o papel causal da frequéncia
dessas mutacoes no desenvolvimento do CBC.

Quabpro 3: Exemplos de genes supressores € tipos
de tumores associados a sua perda de funcao

Gene Tipos de tumores associados

APC Cancer colorretal esporadico e familial
Cancer gastrico e pancreatico

BRCA1/BRCA2  Ciancer de mama esporadico e familial
Cancer de ovario

MSH2 Cancer de célon nio poliposo

PTCH Carcinoma basocelular esporidico
e SNCBC’

RB Retinoblastoma esporadico e familial

TP53 Multiplos tumores esporadicos

Sindrome de Li-Fraumeni

‘Sindrome de nevo basocelular
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Pacientes com a sindrome de Li-Fraumeni (mutacoes
herdadas de TP53) sio susceptiveis a uma incidéncia
aumentada de tumores internos, embora nao tenha
sido descrito aumento de incidéncia de canceres cuta-
neos nesses pacientes. Alguns autores tém sugerido
que mutacoes no TP53 em CBCs seriam eventos
secunddrios, ocorrendo apoés a iniciagio do tumor.”

Estudos recentes do gene TP53 demonstraram
mutacoes do tipo “assinaturas de UV”, isto €, conver-
soes predominantes de C(C)=>T(T). Trinta e trés por
cento de pacientes com CBC, de origem coreana,
apresentavam mutacodes em p53,* que, em pacientes
caucasianos, chegavam a 50%.” Esses dados sugerem
que diferengas étnicas ainda desconhecidas podem
exercer fun¢ao na carcinogénese de CBCs, mesmo
que padroes diferentes de exposi¢io solar possam
também apontar para as diferencas observadas.”

Estudos preliminares sugeriam que pelo
menos 90% dos CECs e 50% dos CBCs apresentavam
mutacoes nesse gene.” Atualmente sabe-se que cerca
de 50% de todos os cinceres cutineos estao mutados,
aumentando a freqiéncia para até 90% quando a
malignidade surge em pacientes com doenga genéti-
ca recessiva denominada xeroderma pigmentoso
(XP).” A maioria das mutacoes que ocorrem no TP53
em CECs ¢é de “assinatura UV”, ou seja, indicativa de
mutac¢des induzidas pela radiacio UV,

Recentemente foi proposto que hot spots
mutacionais no cédon 177 do gene TP53 sejam espe-
cificos para o CBC, enquanto mutacoes no cédon 278
parecem ser especificas para o CEC cutineo.”

Apesar dessas evidéncias, a compreensiao das
mutagoes especificas do gene TP53 ainda permanece
como um objetivo a ser alcancado para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos no desen-
volvimento dos cinceres cutineos.

Mutacoes precoces e primdrias no gene TP53
sio encontradas nos queratindcitos epidérmicos”'' e
podem ser detectadas por imuno-histoquimica.

Sugere-se que aproximadamente 10% de lesoes
pré-cancerosas induzidas pela exposi¢io solar como,
por exemplo, as QAs, podem sofrer transformacio
em CEC,” e nio é surpresa, entdo, que mutacoes do
gene TP53, em particular do tipo UV, sejam frequen-
temente encontradas em QAs.

A doenga de Bowen (DB), também conhecida
como carcinoma in situ, representa estagio pré-inva-
sivo do CEC cutianeo. Tanto a QA como a DB podem
ser imuno-positivos quanto a p53," sendo que esse
estado precursor também ¢é sugerido em estudos
moleculares e citogenéticos.”*

Outras proteinas como a p16,™* que sio inibi-
doras do ciclo celular também tém importante papel
na transformacao epitelial. Em células normais, esse
inibidor da cinase dependente de ciclina (CDK) impe-
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de especificamente a progressao para a fase G1 do
ciclo celular, bloqueando a CDK-4 que assim nio fos-
forila a proteina retinoblastoma (7). O 16cus INK4a
também codifica outro supressor tumoral estrutural e
funcionalmente independente,” p14.*" A p14™" ativa
a via p53 em resposta a sinais de oncogenes como c-
MYC ou RAS, pela ligagio ao regulador negativo da
P53 (Mdm?2), prevenindo assim a degradagao de p53
e, em consequéncia, induzindo a parada do ciclo
celular ou apoptose.

Discute-se o fato de que mutagdes na pI16™
podem ser eventos tardios no desenvolvimento dos
canceres cutineos™ e que a presenca de perda de
heterozigosidade (LOH, loss of heterozygosity),
incluindo perdas de partes inteiras do 9p, € frequen-
temente observada em CECs.”"” Entretanto, dois
estudos imuno-histoquimicos atuais que avaliaram a
expressao da p16I'™ em QAs, DB (CIS) e CEC de pele
mostraram resultados controversos.”* Mortier e cola-
boradores sugeriram que a progressao de QA para
CEC esta relacionada a dele¢io de 9p21, 16cus do
gene CDKN2A, codificador da p16.”

(A) Via ptch inativada

Smoothened Membrana
Celular

ptch inibe a transcrigdo |

—

induzida por Smoothened

(B) Via ptch ativada

Hh
7L Smoothened Membrana
w e— ; Celular
i Ativagdo de Glill

Glil “)
——

Transcri¢@o de genes
envolvidos no
desenvolvimento
de CBC

FIGURA 2: Mecanismos de sinalizacao de Patched
(ptch)/Smoothned (smo) (A) na auséncia de hedgebog (bh), smo é
“sequestrada” por ptch, receptor de membrana das células basais
da epiderme, nao ocorrendo portanto sinalizacdo intracelular (B)

na presenga de bhb, esta se liga a ptch, o que por sua vez leva a
liberagao de smo. A liberacao de smo ativa Glil, que age na
transcri¢ao de diversos genes envolvidos na progressao tumoral
de CBCs. Mutagoes em ptch acabam ocasionando liberaciao de
smo sem a presenga de hh. (Modificado de Dicker et al.*)
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Papel do gene patched no desenvolvimento do
CBC

Dois genes patched (PTCH), localizados em
9q22.3 (PTCH 1) e 1p32 (PTCH 2), foram relaciona-
dos ao CBC. A identificacio de mutagdes nesses
genes, especialmente PTCH 1, como causa da SNBC,
tem contribuido para melhor entendimento da ori-
gem do CBC. A SNBC ¢é doenga autossOmica caracte-
rizada pelo desenvolvimento de multiplos CBCs,
entre outras anomalias.>® Mutacdes no PTCH e em
genes associados tém sido demonstradas também em
CBCs esporadicos.”

Patched é um receptor para ligantes da familia
de proteinas hedgehog (hh) e esti localizado na
membrana plasmatica das células.” Tais proteinas sao
importantes na modelagem de tecidos humanos
durante o periodo embrionario. A ligacio de “hh” a
“ptch” induz a liberacao e ativacao de outra proteina
localizada na membrana, denominada smoothned,
expressa pelo gene SMO. A ativacio de smoothned,
por sua vez, ativa o fator de transcricao Glil, o qual
induz a transcricio de diversos genes™ (Figura 2).

Contudo, mesmo existindo grande evidéncia
relacionando a desregulacao da via ptch a génese do
CBC, ¢ pouco conhecida a maneira como esse defei-
to celular exerce seu efeito tumorigénico.

Todas as células de pacientes com a SNBC apre-
sentam mutacao em um dos alelos PTCH. Uma segun-
da mutacao ou perda de heterozigosidade nessa
regiao ¢ observada nos tumores desses pacientes.
Alteragoes similares tém sido identificadas em muitos
CBCs esporadicos, e as mutagoes sao aquelas tipica-
mente induzidas pela radiacio UV. Aumento na
expressio de mRNA de PTCH sugere que mutacoes
nesse gene sao causais no desenvolvimento tumoral e
nao simplesmente um marcador do efeito do UV.
Modelos de animais transgénicos também sugerem
que mutacoes nessa via contribuem significantemen-
te para a formacio de CBCs.”

A desregulacao da via ptch nao explica os dife-
rentes subtipos histolégicos do CBC nem seus dife-
rentes comportamentos iz vivo. Como o desenvolvi-
mento tumoral é um processo de diversos passos,
espera-se que a alteracio de outros genes esteja
envolvida na carcinogénese do CBC.

Percebe-se entdo que tanto a atuagiao do TP53
quanto a do PTCH contribuem para evitar o desenvol-
vimento do CBC, caracterizando-os assim como genes
supressores de tumor.

Ao se observar atentamente a figura 2, vé-se
que dois genes (SMO e GLI1) que participam da via
ptch sao proto-oncogenes. Caso ocorram mutacoes
de ganho de fun¢gao em um deles ou ambos, o proces-
so de tumorigénese de CBC pode ser disparado, pois
sua ativacao leva a transcricao de genes que favore-
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cem o crescimento celular.

Contudo, a revisao da literatura demonstra até
0 momento apenas um artigo sobre o possivel papel
de mutacoes de GLI1 em CBC, nio tendo sido encon-
trada nenhuma mutacio nos casos estudados.” Os
mesmo autores encontraram somente 10% de muta-
coes no gene SMO.

Em outros oncogenes, como BRAF,"' N-RAS, K-
RAS e ¢-MYC,” nenhuma ou poucas mutacoes foram
encontradas em CBCs, sugerindo que esses genes
podem nio estar envolvidos no desenvolvimento
dessa neoplasia.

Participacao do DNA extragénico no cancer

Enquanto 10% do genoma humano ¢ represen-
tado por genes, 90% corresponde a sequéncias de
DNA com diferentes niveis de repeticao. Dependendo
de sua localizacao no genoma, as sequiéncias repetiti-
vas tém influéncia na organizacao da cromatina e na
regulacao da expressao génica. Além disso, tém papel
fundamental nos rearranjos entre seqiiéncias que
levam ao desenvolvimento de inimeras doencgas e na
evolucao dos genomas e espécies. Alteracoes nessas
seqiiéncias levam a instabilidade genomica observada
particularmente em diferentes tipos de cincer.
Dentre as seqiiéncias repetitivas de importincia no
estudo dos canceres de pele destacam-se os microssa-
télites,” que sio curtas seqiiéncias repetitivas de um
a seis nucleotideos, localizadas em sitios bem defini-
dos ao longo do genoma dos organismos eucariotos
incluindo o ser humano. Muitos microssatélites loca-
lizam-se préximo a importantes oncogenes € genes
supressores, o que tem levado ao grande interesse
dessas regiées como marcadores genéticos.”*

O DNA de células tumorais geralmente apre-
senta alteracdes no numero de unidades repetidas
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em um ou mais microssatélites quando comparados
aos mesmos microssatélites existentes em amostras
de DNA de um tecido normal do mesmo individuo.”
Essas células tumorais também podem apresentar
“impressoes digitais” defeituosas em seu DNA quan-
do comparadas aos outros tecidos normais do orga-
nismo.” Essas “impressoes” sio referentes a seqiién-
cias situadas entre repeti¢coes distribuidas ao longo de
todo o genoma, detectadas pela técnica RAPD (ran-
dom amplification of polymorphic DNA) e caracteri-
zam a instabilidade genética. As alteragcoes que culmi-
nam com o aumento ou diminui¢gio do ndimero de
repeticoes sao denominadas instabilidade de micros-
satélites (MSI, microsatellite instability) (Figura 3),
enquanto a perda completa de um microssatélite é
conhecida como perda de heterozigosidade (LOH,
loss of beterozygosity). O fato de ocorrer MSI nos ale-
los tumorais ¢ um indicador direto de que falhas
ocorrem durante a replicacao celular e estas nao
foram devidamente corrigidas, evidenciando portan-
do alteragao no nimero de repeticoes nestes alelos.

Alteracoes em 12 de 18 microssatélites foram
encontradas em CBC, sendo que duas se localizavam
préximo aos genes supressores MSH2 e TP53. Altas
freqiiéncias de alteracbes também sao vistas em
microssatélites préximos ao gene Patched.”
Recentemente foram demonstradas 60% de altera-
¢oes no microssatélite D6S251, na regido 6ql4, em
CBCs herdados e esporidicos.” Um estudo mais deta-
lhado usando o D6S251 indicou que 23% dos CBCs
esporadicos exibiram LOH e MSI. Todos os CBCs com
alguma instabilidade eram de alto risco histologico
(46%). Entretanto, nao foram encontradas alteracoes
no microssatélite D6S252, localizado em 6q1670
(dados nao publicados).

Analises do cariotipo de tumores demonstram
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FIGURA 3: Instabilidade de microssatélites em CBC (A) Visualizacio experimental da alteracio em um dos alelos do microssatélite D6S251

em CBC (modificado de Francisco et al.”

). A seta indica o alelo que sofreu alteragdo, demonstrando padrio diferente do respectivo alelo

no tecido normal (B) Representacdo esquemdtica da alteracao descrita. O padrio alterado observado foi causado por aumento nas
repeticoes existentes nos microssatélites, nesse caso de CAs. A ocorréncia de tais instabilidades serve de evidéncia indireta, ou seja,
€ marcadora de outras possiveis alteracoes em regioes proximas a tais microssatélites
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grandes alteracoes, seja no nimero de cromossomos
(ganho ou perda), seja nos rearranjos entre 0Os cro-
mossomos. A andlise de determinados microssatélites
também tem valor nesse tipo de informacao, tendo
sido usada para mapear regidoes cromossOmicas con-
tendo genes envolvidos no desenvolvimento de CBC,
em que sao particularmente altas as perdas de regioes
préoximas ao gene PTCH.*

Papel do UV no desenvolvimento dos CCNM

Apesar de o UVA ser o mais abundante (90%),
o UVB ¢ cerca de mil vezes mais eficiente em causar
queimaduras na pele. A exposicao da pele ao UV afeta
a sobrevivéncia e proliferacao de células epidérmicas
e dérmicas e altera virias funcdes cutaneas.” Os efei-
tos agudos da exposi¢cao ao UV sio os mais adversos
e incluem lesao no DNA, apoptose, eritema, imunos-
supressio, envelhecimento e cincer.”

Um dos principais efeitos do UV no desenvolvi-
mento do cincer estd no dano direto ao DNA. A
absorcao do UVB pelo DNA pode causar dois tipos de
lesoes, os fotoprodutos 6-4 e os dimeros de pirimidi-
nas ou ciclobutanos. Os danos sao causados por liga-
cao erronea de duas pirimidinas na mesma fita de
DNA. Em vez de ocorrer o pareamento classico AT ou
GC, as bases podem ligar-se por meio de CC, TT ou
CT. Dimeros de pirimidina sio considerados mais car-
cinogénicos do que fotoprodutos 6-4, formando-se
cerca de trés vezes mais e sendo menos eficientemen-
te reparados.” Ambos os tipos de lesio podem levar
a mutagoes genéticas, tais como transicoes C>T e
CC—->TT. UVB pode causar também transversoes de
C=>A e G=>T, além de quebras no DNA, em fita sim-
ples e dupla.™

Outros tipos de lesio que podem acometer o
DNA sao aqueles ocasionados por espécies reativas de
oxigénio (ROS, reactive oxygen species) as quais sao
geradas por excessiva exposi¢do ao UV,” caracterizan-
do assim um efeito indireto da radiagiao. Essas molé-
culas podem levar a formacao de adutos nas bases
que compoem a molécula de DNA causando parea-
mentos erroneos e dessa maneira podem levar a
mutacdes e rearranjos cromossomicos que podem
levar ao cancer.

Importancia do sistema de reparo de danos do
DNA nos CCNM

O desenvolvimento de cinceres cutaneos tem
sido freqiientemente observado em pacientes porta-
dores de XP. Tal doencga é caracterizada por mutacoes
deletérias nos genes envolvidos no sistema de reparo
a danos no DNA, com marcada redugio na capacida-
de de suas células em reparar mutagoes potencial-
mente carcinogénicas, sobretudo as causadas por UV,
tornando assim seus portadores altamente fotossensi-
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veis e predispostos ao cancer de pele. Poderiam poli-
morfismos, ou seja, variagoes genéticas nesses genes
na populacao, contribuir para maior susceptibilidade
a essas neoplasias?

Baseando-se nessa questio muitos pesquisa-
dores tém desenvolvido estudos de carater epide-
miolégico buscando avaliar a maior ocorréncia de
certos polimorfismos em casos de cincer em com-
parac¢io a controles.” Diferentemente de mutagoes
que sao raras e demonstram alta penetrincia e
pouca influéncia de fatores ambientais, os polimor-
fismos sao mais freqientes na populacao. Além
disso, funcionam como fatores de baixa penetriancia
e podem apresentar susceptibilidade variavel a fato-
res ambientais de risco, como, por exemplo, exposi-
¢iao ao UV.”

Estudos demonstraram que, enquanto pacien-
tes de origem escandinava com determinado genoti-
po quanto ao gene de reparo XPD (no caso homozi-
gotos “dominantes” e heterozigotos)” possuiam
maior risco de desenvolverem CBCs, numa popula-
¢a0 americana individuos com o gendétipo homozigo-
to “recessivo” demonstravam maior susceptibilidade
a esse tipo de neoplasia cutinea.” Essa diferenca
demonstra que fatores ambientais e genéticos de
certa populacao influenciam na contribuicio de um
determinado polimorfismo no desenvolvimento de
tumores.

Quebras na estrutura da molécula de DNA tam-
bém sao decorrentes da acao UV, sendo que tais feno-
menos sao responsaveis por aberragdes cromossOmi-
cas caracteristicas em tumores cutineos como, por
exemplo, o CBC. O reparo dessas lesoes fica a cargo de
outra via de reparo, também formada por diversos
genes, 0s quais também apresentam polimorfismos ja
descritos. Recentemente foi demonstrado que a com-
binacio de certos polimorfismos aumenta o risco de
desenvolvimento de CECs (p<0,05) e principalmente
de CBCs (p< 0,0001).* Reforcando essa hipotese, um
estudo in vitro mostrou significante namero de que-
bras de cromossomos em linfocitos de pacientes diag-
nosticados com CECs e CBCs quando expostos ao UV."

Ao contrario de outros tipos de neoplasia, em
que polimorfismos em genes de reparo tém demons-
trado forte risco relativo associado, nos CCNMs esses
estudos sao escassos. Diante da variedade de poli-
morfismos existentes, estudos epidemiolégicos do
tipo caso-controle bem conduzidos, em que se ava-
liassem tanto os fatores ambientais envolvidos, como
padrao de exposicao solar e demais fatores de risco,
quanto as variantes polimorficas de genes de reparo,
poderiam ser de grande utilidade no sentido de se
identificarem possiveis grupos de risco para o desen-
volvimento dessas neoplasias.
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O papel do virus do papiloma humano (HPV)
nos CCNMs

A agao do virus HPV, assim como as mutagoes,
anulam a funcao da proteina p53 nos canceres cuta-
neos humanos, fato esse recentemente revisado de
modo extensivo.” De mais de 100 subtipos identifi-
cados de HPV, apenas um pequeno subgrupo, deno-
minado HPV mucotrépico de alto risco (HPV tipos
16, 18, 31, 33,35 e 58), tem sido responsabilizado
pelo desenvolvimento do cincer cervical. O gene E6
desses HPVs de alto risco pode induzir ripida degra-
dacao proteossomal da p53, abolindo a parada do
ciclo celular ou a apoptose. Assim como em carcino-
mas cervicais, DNA de HPV ¢ freqiientemente detec-
tado em carcinomas cutaneos, sendo que mais de 40
subtipos foram identificados,” mas ndo sio de alto
risco.*”* Tem sido sugerido que mecanismos diferen-
tes dos que ocorrem no cincer genital possam estar
envolvidos na transformagio neoplasica maligna
cutanea.”

Recentemente foi detectado HPV-38 em 50%
de carcinomas cutineos e 10% de peles sas, podendo
ser responsavel pela longevidade/imortalizagio de
queratinécitos humanos em cultura.86 Outro estudo
demonstrou que o DNA do HPV-38 estava presente
em 43% de QAs, bem como em 13% e 16% de CECs e
CBCs, respectivamente.” Além disso, acredita-se que
varios tipos de HPV estejam envolvidos na epidermo-
displasia verruciforme.*

Alteracoes moleculares e citogenéticas nos
CCNMs

Pela analise citogenética e hibridizacao geno-
mica comparativa que permitem avaliar um painel
amplo de ganhos e perdas,” os CECs mostraram gran-

413

de heterogeneidade citogenética, com perfil de aber-
racoes mais complexo do que o das QAs e queratoa-
cantomas.””"**”" Muitas aberracdes estruturais afetan-
do regioes centroméricas, em especial nos cromosso-
mos 3, 5, 8 e 9 foram encontradas nos CECs.”” Foram
também observados clones celulares geneticamente
nao relacionados dentro de um mesmo tumor, o que
sugere desenvolvimento multifocal em cinceres cuta-
neos. A detecgio de LOH em marcadores localizados
em 9p é freqiiente, enquanto em 9q ocorre em ape-
nas 12% dos CECs.” LOH pode ocorrer também em
outras regides do genoma, como 3p, 13p, 17p e 17q.”

CONCLUSOES

Apesar da ampliacio do conhecimento atual
sobre a genética molecular dos dois principais tipos
de CCNM, ainda se sabe pouco sobre o papel dos inu-
meros oncogenes, genes supressores e vias de trans-
ducao de sinal na génese e no desenvolvimento des-
sas neoplasias.

Os CCNMs apresentam muitas alteracoes, nos
niveis génico e cromossOmico. A principal causa de
desenvolvimento do CBC foi associada a via pat-
ched/sonic-bedgebhog. A utilizacao de drogas que
revertam os efeitos das mutagdes oncogénicas do
SMO e PTCH, como a substancia ciclopamina, pode-
ra num futuro proximo auxiliar no tratamento dos
diversos fenétipos de CBC.

A compreensao dos mecanismos que promo-
vem instabilidade gendmica, como ganhos ou perdas
de seqiiéncias e translocagoes cromossOmicas, pode,
num futuro préximo, nao s6 auxiliar no estadiamen-
to tumoral como também no estabelecimento de
novas terapias que irao beneficiar milhoes de doentes
diagnosticados anualmente em todo o mundo. a
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Questoes e resultados das questoes

1. O conceito correto de gene é:
a) um trecho de DNA que obrigatoriamente tem
informacao para sintese de proteinas
b) um trecho de DNA cuja transcri¢ao primaria é
um RNA
¢) qualquer trecho de DNA, nao importando se tal
contém informacao para RNA ou proteina
d) toda a seqiiéncia de bases do DNA

2. De acordo com o “dogma central da biologia mole-
cular”, o que NAO pode acontecer?

a) Sintese de RNA a partir de DNA

b) Sintese de DNA a partir de RNA

¢) Sintese de proteinas a partir de RNA

d) Sintese de proteinas a partir diretamente do DNA

3. A atuagio de oncogenes no desenvolvimento de
tumores se da por:

a) reparar danos no DNA

b) promover o crescimento celular

¢) bloquear a progressao do ciclo celular

d) levar as células a morte celular (apoptose)

4. O quadro abaixo mostra quatro seqiiéncias de DNA

1) ATGCAGTACGAAGCAT 3) AAGCCTGCCAATTCTCCCC
2) GTAATGCTACGATAGG 4) AAGGAAACGTAGTACACGG

Baseando-se nos conhecimentos dos efeitos
mutagénicos da radiacdo ultravioleta (UV), qual
sequéncia teria maior probabilidade de vir a apresen-
tar lesoes do tipo dimeros de pirimidina?

a) 1

b) 2

03

d) 4

5. Um paciente jovem chega ao consultério apresen-
tando diversos tumores cutineos, entre eles CBCs,
CECs e melanoma. Tal individuo é diagnosticado
como portador de xeroderma pigmentoso. Sabendo
que essa ¢ uma doenca genética recessiva, que genes
deverao estar mutados?

a) Genes de reparo

b) Oncogenes

¢) Genes envolvidos com morte celular

d) Genes de diferenciacao celular

6. Durante intensa exposicao solar, inimeras células
podem ter seu DNA lesado. Qual proteina pode con-
tribuir para o reparo dessas lesdes ou pode desen-
cadear o processo de morte celular se esse reparo nao
for eficiente?

a) p53

b) Patched
¢) BRAF
d) K-RAS

7. Tendo em mente a via de sinalizacao de Patched e
sua contribui¢ao para a carcinogénese de CBCs, o que
se poderia esperar de mutacoes que ATIVASSEM
Smoothned?
a) Haveria fenétipo parecido com xeroderma
pigmentoso
b) Diminuiriam as possibilidades de desenvolver CBCs
¢) Aumentariam as possibilidades de desenvolver
CBCs
d) Nao acarretariam nenhuma implicacio no
desenvolvimento de CBCs

8. Um pesquisador fez uma anilise de microssatélites
de uma determinada regiao cromossOmica de diver-
sos casos de um certo tipo de tumor e encontrou alta
porcentagem de perda de heterozigozidade (LOH)
nessa regiao. Isso provavelmente indica que:

a) tal regiao estd sob influéncia de p53

b) tal regiao é local de um proto-oncogene

envolvido nessa neoplasia

c) tal regiao é local de um gene supressor de

tumor envolvido nessa neoplasia

d) tal regiao nao possui genes de relevincia para a

progressao do tumor

9. A figura abaixo representa um tipo de alteracao em
microssatélites.

N T

905
Sabendo-se que tecido normal (N) e tumor (T) estao

representados acima, podemos apontar tal alteracao
como:

a) instabilidade de microssatélites (MSI), com
perda de repeticoes por parte do tumor

b) instabilidade de microssatélites (MSI), com
perda de repeticoes por parte do tecido normal
¢) instabilidade de microssatélites (MSI), com
ganho de repeticoes por parte do tumor

d) instabilidade de microssatélites (MSI), com
ganho de repeticoes por parte do tecido normal
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10. Recentes estudos tém buscado relacionar a pre-
senca de determinados polimorfismos em impor-
tantes genes e o desenvolvimento de alguns tumores.
Esses estudos tém como base teodrica:
a) A idéia de que tais polimorfismos inativam por
completo a atividade desses genes
b) A premissa de que tais polimorfismos
desorganizam a estrutura dos cromossomos
¢) A idéia de que tais polimorfismos estio
relacionados a ativagdo de proto-oncogenes
d) A idéia de que tais polimorfismos contribuem
para uma atividade reduzida do gene que
normalmente nao acarreta problemas, mas que
em determinadas situacoes pode levar a processos
como o desenvolvimento do cancer

11. As mutagbes genéticas podem conferir as células
certas caracteristicas importantes no desenvolvimen-
to do cancer. Essas caracteristicas podem ser repre-
sentadas por:
a) diminuicao da capacidade de proliferacao,
evasao de apoptose, capacidade de gerar
metistases e perda da resposta a fatores de
inibi¢ao de crescimento
b) perda da resposta a fatores de inibicio de
crescimento, diminuicdo da angiogénese, evasio
de apoptose, diminuicdo da capacidade de
proliferacao
¢) aumento da apoptose, maior resposta a fatores
de inibicio de crescimento, capacidade de gerar
metastases
d) aumento da capacidade de proliferagio,
evasao de apoptose, capacidade de gerar
metistases e perda da resposta a fatores de
inibi¢ao de crescimento

12. Sao considerados genes supressores tumorais:
a) RB1, MYC, CDKN2A e TP53
b) PTCH, BCRA1, RB1 e CDKN2A
¢) BRAF, PTCH, CDKNI1A e ABL
d) TP53, RB1, K-RAS E ABL

13. Qual a funcio principal da proteina p16?
a) Inibir p53 na fase G2 do ciclo celular
b) Impedir a progressao para a fase G1,
bloqueando CDK-4
¢) Ativar p53 ligando-se 2 mdm?2
d) Ativar CDK-4 na fosforilacio de rb
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14. A que se deve a atuacao dos proto-oncogenes no
crescimento tumoral?
a) A ativagao na fase embriondria atua aproveitando
o vigor celular dos organismos jovens
b) Ac¢ao direta na ativagao da apoptose, além de
manter a proteina RAS ativada
¢) Ao se transformarem em oncogenes, expressam-se
sinalizando a multiplicagao celular descontrolada
d) Sio geneticamente dominantes em relacao aos
genes supressores de tumor

15. O c6édon 278 do gene TP53 é considerado hot
spot porque é onde ocorrem:

a) mais mutacoes especificas para o CBC

b) mais mutacoes especificas para o CEC

¢) menos mutagoes especificas para o CBC

d) mais mutacoes especificas para o melanoma

16. Qual a funcao do virus HPV nos cinceres cutineos
humanos?

a) Anular a funcao da proteina p53

b) Ativar genes supressores tumorais

¢) Codificar oncogenes

d) Ativar o gene Patched

17. A sugestio do desenvolvimento multifocal em
canceres cutaneos se deve:
a) a presenca de genes diferentes nas diversas
células de um mesmo tumor
b) ao aparecimento de metastases geneticamente
idénticas
¢) a observacio de clones celulares nio relaciona
dos geneticamente em um mesmo tumor
d) a contaminacio por cepas variadas de HPV

18. A fungao do processamento do pré-mRNA durante
o splicing é importante para:
a) retirada dos éxons e unido dos introns,
necessarios para a sintese de proteinas
b) retirada dos aminoidcidos nio pertencentes a
proteina
¢) excisio de nucleotideos codificadores de
aminodcidos
d) retirada dos introns e unido dos éxons,
necessarios para a sintese de proteinas

19. No processo denominado traducao,
a) o mRNA ¢ traduzido em proteinas no ribossomo
b) o rRNA transforma mRNA em proteinas
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¢) o DNA ¢ processado em proteinas
d) o tRNA ¢ traduzido em proteinas no ribossomo

20. As principais alteragoes no desenvolvimento de
CEC incluem:
a) perda de 6q, mutagoes em TP53
b) LOH em D6S251 e mutacoes em TP53
¢) perda de 9p e mutacoes em TP53 e CDKN2A
d) MSI em D6S251 e mutacoes em TP53
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