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INTRODUCAO

Alteragdes marcantes vém ocorrendo na drea de
pesquisa biomédica, e; cada vez mais, a énfase tradicio-
nal de gene-gene vem sendo substituida por estudos de
transcritos do RNA, de proteinas e de suas associagdes.
Em grande parte, essa mudanga se deve ao desenvolvi-
mento do projeto Genoma Humano e a novas técnicas
de andlise biomolecular. Do ponto de vista do DNA,
serd possivel analisar mutagdes, identificar individuos
suscetiveis a elas e detectar perda de heterozigocidade ou
amplificacdo de determinado gene durante o desenvolvi-
mento de uma neoplasia. Além disso, andlise protedmica
permitird determinar o perfil de expressdo proteico de
todas as células, suas interagdes, suas estruturas subce-
lulares e sua regulacio de sua ativagdo.

A cada dia, intimeros trabalhos sdo publicados. Neste
capitulo, discutiremos algumas aplica¢des da biologia

molecular em uro-oncologia.

CANCER DE PROSTATA

No cancer de préstata, a biologia molecular propor-
ciona uma oportunidade para que se desenvolvam novos
métodos de prevencio, detecgio e de tratamento. A evolu-
4o dessa neoplasia estd ligada & agdo de androgénios nos
receptores nucleares do epitélio prostdtico normal e resulta
na expressao de genes-alvos por mecanismo dependente de
ligante. Receptor androgénico (RA), presente nas células
secretdrias luminais, e andrégenos testiculares, como
testosterona e 5-0t-di-hidrotestosterona, sao responsgveis
pela regulagio do desenvolvimento, do crescimento e
da manutengio funcional da glandula prostdtica. Esses
efeitos sio mediados pelo RA nuclear, responsdvel por
regular a transcri¢do de genes sensiveis ao andrégeno. Na
auséncia de testosterona, o RA fica inativo e associa-se a
proteinas que sao liberadas com a presenga do horménio,
permitindo ao receptor sofrer fosforilagio e, consequen-
temente, alteracdes conformacionais necessarias para sua
translocagdo. Por sua vez, o complexo receptor-ligante,
no nucleo, sofre dimerizagio e liga-se a sequéncias es-
pecificas do DNA, chamadas elementos responsiveis ao
androgénio. A subsequente transcricio do DNA requer
interagio do RA com outras proteinas reguladoras da
transcricdo e coativadores, agentes necessdrios para esta-
bilizar o gene regulado e determinar a taxa de transcri¢ao.

Comprovou-se esse achado com o fato de, na presenga

apenas de andrdgeno, células epiteliais prostdticas nao
conseguirem se proliferar, sendo necessdrios fatores de
crescimento, como EGE IGF-I e II, proteina quinase
A e fator de crescimento do queratindcito (KGF), para
que isso acontecesse. Hipotetiza-se que isso ocorra pela
capacidade que esses fatores ttm de induzir a atividade
transcripcional do RA mesmo na auséncia de ligantes,
potencializando todo processo (Figura 1).

Figura 1 — Acao do complexo andrégeno-RA na prostata.
Testosterona (T) e DHT ligam-se ao RA e promovem a associ-
acao de correguladores do RA (ARAs). Ocorre translocagao do
RA ao niicleo e ligagao ao elemento responsivo ao androgénio

(AREs) na regiao promotora de genes alvo. Qutras vias de
sinalizacdo, como as que envolvem o TGF-B, IL-6 e IGF-1,
podem aumentar a atividade do RA via fosforilagao do RA e/ou
dos ARAs. Hsp, Heat shock protein; R, receptor de membrana;
P, fosforilagao proteica.
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Genes regulados pelos andrégenos tém como simila-

ridade uma ou mais sequéncias de ligacio ao RA (ARE,
ARR, HRE) com locais de controle (Spl, CCAAT e NF-
1), indutores (Ets, AP-1, NF-xB) e fatores de transcricao
especificos do tecido. Assim, a expressdo de genes regula-
dos pelos andrégenos envolve interagdes coordenadas da
proteina do receptor e de outros fatores de transcrigio.
No contexto do cincer de préstata, o gene regulado pelo
andrégeno mais estudado é o promotor do antigeno
prostético especifico (PSA). Diversas vias, que incluem
AP-1 e AMPc, também podem potencializar e induzir a
expressdo desse antigeno. Em grande parte dos tumores,
inicialmente sua produgio ¢ andrégeno-dependente e
sofre grande declinio apés castragao quimica ou cirtrgica.
Entretanto, na auséncia do andrdgeno, o tumor invaria-
velmente progride para uma doenga castragio-resistente e
um sinal precoce é a elevagio do PSA que, eventualmente,
pode atingir niveis mais altos do que aqueles encontrados

antes do tratamento.



Muito se discute sobre os mecanismos de acio da
sinaliza¢do por meio de RA nos chamados tumores
androgénio-independentes, pois células neopldsicas con-
tinuam dependentes da sinalizagio do RA mesmo com
baixos niveis séricos de androgénio circulante. Hipote-
ticamente, essa reativagdo dos RAs ocorre por diversos
mecanismos. Dentre eles, estio amplificagio dos RAs,
mutagio dos RAs, sinaliza¢do ativa dos RAs mesmo com
baixos niveis de androgénio, coativadores dos RAs, ativa-
¢do dos RAs independente de ligante, produgio local de
andrdégenos aumentada, fontes alternativas de andrégeno
e up-regulation de genes antiapoptdticos.

Entre outros fatores de crescimento relacionados
ao caAncer de préstata, temos aumento da expressio do
HER-2 e da Akt. Em linhagens andrégeno-independentes
de células prostdticas neopldsicas in vitro, HER-2 esteve
presente em altos niveis e sua superexpressao relacionou-
se a crescimento tumoral independente de andrégenos.
Além disso, HER-2 conseguiu ativar o RA na auséncia
de ligantes e ativar a transcri¢io do PSA. Dessa forma,
HER-2 e RA parecem agir sinergicamente na auséncia
de andrdgenos, sugerindo um cross-talk entre essas duas
vias. O resultado final da cadeia de ativagio do HER-2
¢ a ativagdo principalmente da vias 7as/MAPK e PI-3K.
Sinalizagdo constitutiva pela via da PI-3K é importante
para prevengdo de morte celular em células prostdticas,
enquanto que ativagdo da MAPK e de vias responsivas
a0 androgénio ndo sdo obrigatdrias para sobrevivéncia
celular. Recentemente, comprovou-se que O-catenina ¢é
o ponto de convergéncia do cross-ralk existente entre as
vias da PI-3K/Akt e da sinaliza¢do androgénica. Sinaliza-
¢do pela via da PI-3K induz fosforilagio e inativagio da
GSK3-B, resultando em aumento nos niveis nucleares de
[-catenina que, por sua vez, aumenta a atividade do RA
e consequentemente estimula o crescimento e a sobrevi-
véncia das células prostdticas (Figura 2).

Por fim, diversos genes de regulacio celular estio
envolvidos no cincer de préstata, como proto-oncogenes
myc, fos e jun, genes reguladores de apoprose bel-2, p53 e
p21 e outros. bcl-2 é um gene antiapoptdtico envolvido
em multiplos passos da carcinogénese prostdtica, podendo
participar da supressao da apoptose ¢/ou da estimulagio
da angiogénese tumoral. O gene p53 codifica uma pro-
teina reparadora do DNA, responsdvel pela parada do
ciclo celular em G1 e pela indugio da apoptose, logo, sua
altera¢do provoca proliferacio celular. Por fim, o gene p21
inibe quinases dependentes de ciclina, também conhecido
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Figura 2 - Nas células tumorais de pacientes recebendo terapia
supressora de androgénios, o HER-2/neu, e possivelmente
outros receptores tirosina quinase, pode ser superexpresso.
HER-2/neu indiretamente ativa a proteina quinase ativada
por mitdgenos (MAPK) que, por sua vez, pode fosforilar o RA,
tornando-o ativo mesmo na auséncia de androgénios. Outra
via alternativa pela qual o HER-2/neu pode ativar o RA é pela
ativacao da via da proteina quinase B (Akt), que resulta em
elevagao nos niveis de fosfatidilinositol-trifosfato (PtdIns(3,4,5)
P3) por causa da ativagao da enzima fosfatidilinositol 3-quinase
(PI-3K). Outra possivel via é a inativacao da fosfatase de lipidios
PTEN, tornando impossivel a conversao do Ptdins(3,4,5)P3
de volta em seu substrato Ptdins(4,5)P2. Akt, ativada pelo
PtdIns(3,4,5)P3, consegue ativar o RA, independentemente
da presenca de androgénios, por meio de sua fosforilagao.
Akt também pode ativar paralelamente vias de sobrevivéncia
celular por meio da fosforilagao e da inativagao de moléculas
pré-apoptoticas, como BAD e procaspase-9.
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como Wafl ou CIP1, e codifica uma proteina que induz
parada celular em G1. Sua expressao pode ser modulada
pelo RA e pelo bel-2.

Uma recente e expressiva descoberta foi a identificagio
do rearranjo cromossémico TMPRSS2:ERG. Essa fusao
entre o gene regulado por andrégenos TMPRSS2 ¢ o ho-
mologo do oncogene E26 (ERG) é um evento molecular
frequente, tendo sido encontrada em aproximadamente
50% dos cinceres de préstata. Estd claro o papel impor-
tante ¢ precoce desse evento no desenvolvimento e/ou na
progressao do cincer, mas estudos atuais ainda buscam

determinar essa associagdo com a agressividade tumoral.

CANCER DE PENIS

A etiologia do cAncer de pénis, apesar de pouco
conhecida, ¢ considerada como multifatorial (Figura
3). Sabe-se que falta de higiene ¢ fimose s3o fatores im-
portantes envolvidos em sua carcinogénese. Investiga-se
a relagdo do cincer de pénis com doengas sexualmente
transmissiveis, entre elas, infec¢io pelo papiloma virus

humano (HPV) ¢ a mais conhecida e a mais estudada.
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Figura 3 — Patogénese molecular do cancer de pénis.
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Diversos estudos mostraram o DNA do HPV, prin-
cipalmene subtipos 16 ¢ 18, em amostras de pacientes
submetidos a penectomia. O mecanismo pelo qual o HPV
promoveria a oncogénese parece ser mediado por dois
genes virais, E6 ¢ E7, que se ligam e inativam produtos
de genes supressores de tumores, como p53 e pRb (gene
do retinoblastoma), ambos responsdveis pelo controle
negativo da proliferagio celular.

Em neoplasias positivas e negativas para HPV,
diversos eventos moleculares foram evidenciados (Ta-
bela 1). Em ambos os casos, a via mais alterada é a do
p14ARF/MDM2/p53 e/ou do p16™¥4/ciclina D/Rb.
Sugerem-se que esses eventos sejam marcadores tardios
de carcinogénese peniana, incluindo invasio, metdstase

e angiogénese.

Tabela 1 — Oncogenes e genes supressores tumorais

envolvidos no cancer de pénis

Genes supressores
Oncogenes o
tumorais
Categoria Proto- Categoria Proto-
oncogene oncogene
Ligacao ao Superficie .
GTP c-ras celular caderina E
. myc p53
AthéldOleS— N-myc Nucleo p21
da transcri¢ao
L-myc pl6
Rf?dg:lcaiddoores ciclina D Inibidores BAX
CDK4 da apoptose bel-2
celular

Andlises moleculares de carcinomas associados ao
HPV e a verrugas genitais benignas revelam diferengas.
Em verrugas benignas e em lesdes pré-neopldsicas, o ge-
noma do HPV ¢ mantido em forma epissdmica, ao passo
que nas neoplasias, 0o DNA viral geralmente se integra ao
genoma da célula hospedeira. O sitio no qual o DNA viral
¢ interrompido nesse processo de integraco situa-se quase
sempre dentro da estrutura de leitura abertura E1/E2 do
genoma viral. Como a regido E2 do DNA viral normal-
mente reprime a transcri¢io dos genes virais iniciais E6 e
E7, sua interrup¢io provoca superexpressio das proteinas
E6 e E7 do HPV-16 e do HPV-18.

Proteina E7 liga-se & forma subfosforilada da proteina
supressora tumoral pRb e desloca os fatores de transcri¢ao
E2E A E6 liga-se ao produto génico p53, facilitando sua
degradacio. A afinidade dessas proteinas virais pelos pro-
dutos dos genes supressores tumorais difere, dependendo
do potencial oncogénico do HPV. Logo, proteinas deri-
vadas do HPV de alto risco (tipos 16, 18 e 31) ligam-se &
pRb e a0 p53 com alta afinidade. Dessa forma, proteinas
virais E6 e E7 do HPV de alto risco incapacitam duas
proteinas supressoras tumorais importantes que regulam
o ciclo celular e, como resultado, tem-se distirbio da via
pl6™*4/ciclina D/Rb e p14**/MDM2/p53. Eventos
epigenéticos subsequentes ocorridos na célula hospedeira
na neoplasia peniana ainda no foram bem-estudados, mas
podem incluir aquelas observadas na carcinogénese do colo
uterino mediada pelo HPV, como metilagio do promotor
da CADM-1, proteina de superficie celular semelhante
a imunoglobulina (Ig) envolvida na adesdo célula-célula
e alteragbes na composicio do complexo AP-1, fator de
transcrigio composto de diferentes protefnas (c-Jun, c-Fos

ou Fra-1) em complexos homo ou heterodimeros.

CANCER DE RIM

Etiologia do carcinoma de células renais (CCR) ¢
desconhecida, mas estudos observaram casos em que
exposicao a agentes quimicos (nitrosaminas e cddmio),
virus (LTV) e tabaco poderiam estar envolvidos.

Fatores hereditdrios certamente explicam alguns
casos de adenocarcinoma renal. Na sindrome de von
Hippel-Lindau ocorre perda do gene supressor do tumor
(gene VHL), localizado no brago curto do cromossomo
3 (3p25). Em 40% desses casos de perda do gene VHL
surge o carcinoma de células claras (CCC), que em geral
¢ muldiplo e bilateral (Tabela 2 e Figura 4). Perda do



VHL também estd presente em até 50% dos casos de
CCR esporddicos.
Diversas fung¢des foram propostas ao gene VHL,

Tabela 2 — Alteracdes encontradas nos carcinomas de

células renais

Tipo

histolégico

Achados

Incidéncia

Mutagio p53
Expressao do c-erbB1
Delecao do
cromossomo 3p

Perda do gene VHL

Células claras 70 a 80%

Trissomia do
cromossomo 7 e 17
Papilar 10a 15% Perda do cromossomo Y

Ativagao do proto-

oncogene MET

Monossomia dos
Cromossomos
1,2,6,10,13,17
Mutagdo do p53

4a5%

Croméfobo

Perda do cromossomo Y
Alteragao dos
cromossomos 6p8p, 13q,

0.4 22,6% 21q
Monossomia dos

Medular

cromossomos 18 ¢ 21
Expressao do c-erbB1

Figura 4 - Vias moleculares no cancer renal. Na figura acima,
‘proteica’ e nao ‘proteica’.
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dentre elas de regulacio do fator induzido por hipéxia
(HIF), que tem grande envolvimento na indugdo de
genes com importante papel na angiogénese (VEGE),
no metabolismo energético, no crescimento celular, em
metdstases e na apoptose e é responsdvel por fazer com que
os tumores se adequem a um microambiente hipdxico.

Tumores papilares tipo 1 correlacionam-se com
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mutagdes no protoncogene MET, localizado no cro-
mossomo 7q, que codifica uma proteina transmembra-
na (c-MET) que interage com fatores de crescimento.
Tumores papilares tipo 2 tém relagdo com mutagoes
no gene fumarato hidratase, provocando ativagio do
HIE Mutagdo ou perda do gene supressor de tumor
localizado no brago curto do cromossomo 17 induz a
sindrome de Birt-Rogg-Dube, caracterizada por fibro-
foliculomas cutineos, leiomiomas uterinos, cistos pul-
monares ¢ pneumotdrax espontineo, além de tumores
renais, muitas vezes multiplos e bilaterais.

Outra via que parece estar desregulada na génese do
CCR éado mTOR, que tem papel critico na progressao
celular da fase G1 4 fase S por meio de estimulo de sintese
proteica por fosforilagio de reguladores translacionais,

como a quinase S6.

CANCER DE BEXIGA

Diversos genes e diversas alteragdes genéticas foram
relacionados ao desenvolvimento e & progressio do cAncer
de célula transicionais (CCT), como mutagbes nos genes
HRAS, FGFR3, MDM2 e outros.

Genes relacionados as protefnas controladoras da fase
GI (p16, p14*, p53 e ciclina D) também estdo alterados
no cincer de bexiga. Além disso, diversas regiées com
expressdo de genes supressores de tumores e com dreas de
delecdo foram identificadas por meio de andlise por perda
de heterozigosidade e de hibridiza¢ao gendmica. Uma po-
tencial via de desenvolvimento do cAncer de bexiga e a perda
do controle da fase G1 sdo mutagdes, e por inativagdes de
genes controladores desse fendmeno. Duas vias, da p53 e
da proteina relacionado ao retinoblastoma (pRb), estio
relacionadas a esse processo, regulando a lesio a0 DNA e
o controle da sinalizacio mitogénica.

Outra via importante relacionada é a da INK*/ARE
com suas duas protefnas, p16 e p'*ARE Numa via, a p16
inibe a atividade da ciclina dependente de quinase (CDK),
que age fosforilando a pRB. Essa fosforilagao provoca
transcricdo do fator E2F1, que leva & transcricao de genes
necessdrios para progressao a fase S. Na segunda via, a
p"“ARF causa super-regulagio nos niveis da p53, que induz
parada do ciclo celular na fase G1 ou ainda apoptose por
meio da p21/WAE inibidor da CDK. Estabilizagao da p53
via p"“ARF estd relacionada 8 MDM2, uma protefna que

promove degradacio da mesma via ubiquitinaggo.
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Legenda - Siglas utilizadas no texto, em ordem de
aparecimento.

RNA 4cido ribonucleico
DNA | 4cido desoxirribonucleico
RA Receptor androgénico
EGF Fator de crescimento epidérmico
IGF Fator de crescimento insulina-simile
KGF Fator de crescimento do queratindcito
PSA Antigeno prostdtico especifico
AP-1 Ativador da proteina 1
AMPc | Adenosina monofosfato ciclica
Her-2 | Receptor do fator de crescimento epidérmico
humano tipo 2
AKT Familia de protefnas, também chamadas de
proteina quinase B
MAPK | Proteina quinase ativada por mitégeno
PI-3K | Fosfoinositide 3-quinase
GSK3-B | Glicogénio quinase sintetase 3 3
Bcl2 Célula de linfoma B tipo 2
HPV Papiloma-virus humano
Rb Retinoblastoma
CADM | Molécula de adesio celular
CCR Carcinoma de células renais
LTV Virus da laringotraqueite
VHL von Hippel-Lindau
CCC Carcinoma de células claras
HIF Fator induzido por hipéxia
VEGF | Fator de crescimento do endotélio vascular
mTOR | Alvo da rapamicina em mamifero
CCT Carcinoma de células transicionais
FGFR | Receptor do fator de crescimento do fibroblasto
CDK Ciclina dependente de quinase
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