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Resumo

A apoptose € um fator importante em muitos processos biol6gicos normais, tais como a
embriogénese, o desenvolvimento do sistema imune, a maturagdo e a diferenciagdo celular.
Em situagdes patoldgicas, a apoptose parece estar implicada na imunodeficiéncia, resistén-
cia a drogas e carcinogénese. Sabe-se que a carcinogénese envolve alteragdes genéticas
cumulativas em oncogenes e genes supressores de tumor. Dessa forma, o prognéstico de
cada tumor humano parece depender do equilibrio entre os diversos genes, sendo previsivel
que um conhecimento mais profundo da cooperag@o e antagonismo entre esses genes possa
fornecer num futuro préximo informagdes clinicamente relevantes. NGs revisamos alguns
dos mais recentes progressos a respeito de genes envolvidos na apoptose e nos canceres
humanos (p53, bcl-2, c-myc, fas-APO-1, mdr-1) e suas implicac¢des clinicas.
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Abstract

Apoptosisis an important feature in many normal biological process, such as embryogenesis,
development of the immune system, cell maturation and differentiation. In occurrence of
diseases, apoptosis seems to be involved in immunodeficiency, drug resistance and
carcinogenesis. It is well known that carcinogenesis involves cumulative genetic alterations
in oncogenes and tumor suppressor genes. Therefore the prognosis of each human tumor
seems to be dependent on several genes, and it is foreseeable that a deeper knowledge on
the co-operation and antagonism the these genes could provide, in the future, clinically
relevant informations. We review some of the most recent developments concerning the
genes involved in apoptosis and human cancers (p53, bcl-2, c-myc, fas-APO-1, mdr-1) and
their clinical implications.
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Introducéo

A morte celular programada foi observada
ha cerca de 40 anos e inicialmente foi cha-
mada de necrose de redugdo. Este tipo de
morte celular é complementar a mitose na
regulagdo da proliferagdo celular animal.
Devido a seu importante papel cinético, este
fendmeno recebeu, em 1971, o nome de
“Apoptosis”, termo sugerido pelo professor
de grego James Cormack da Universidade
de Aberdeen (Escécia). A palavraapoptosis
é usada na Grécia para descrever a queda de
pétalas de flores ou folhas de drvores. Wyllie
e Curie gostaram da sugestao, e parademons-
trar claramente a derivag¢do propuseram que
o acento tdnico ficasse na peniltima silaba,
e portanto, a segunda metade da palavra se-
ria pronunciadacomo “ptosis” (com p mudo)
que vem da mesma origem de “cair”, e jd era
usada para descrever a queda da pdlpebra
superior". A apoptose € um tipo de morte
celular que se diferencia da necrose por fa-
tores bioquimicos e ultra-estruturais. E ca-
racterizada pela redu¢do no tamanho da cé-
lula, “blebbing” de membrana, condensagao
da cromatina, fragmentagdo do niicleo e do
DNA e perda da integridade da membrana
plasmatica. Células de fibrossarcoma de ca-
mundongos, anucleadas com Citocalasina-
b, apresentam todas as caracteristicas mor-
folégicas da apoptose quando tratadas com
menadiona (uma quinina oxidante) ou com
anticorpos anti-APO1. Isto sugere que afrag-
menta¢do do DNA ndo é indispensdvele nem
0 nico passo necessdrio para que ocorra a
morte celular programada. Entretanto, tes-
tes com outros fatores que induzem a apop-
tose necessitam ser realizados em células
anucleadas para conclusdes mais definidas®.

A apoptose estd envolvida em processos fi-
siolégicos e patoldgicos. No sistema imune,
ela desempenha um importante papel na
delegdo clonal de células T auto-reativas no
timo e na selegcdo de linfécitos no sangue
periférico® ¥. No sistema nervoso, elimina
neurdnios que falharam em formar conexoes
sindpticas. Atuatambém nodesenvolvimen-
to embriondrio, na atrofia de tecidos depen-
dentes de hormdnios e narenovagao celulart:
4% Em determinadas infecgdes virais, como
aSIDA, estd associada aimunodeficiéncia®.
Anormalidades nos niveis fisiolégicos da
apoptose desencadeiam doengas: a sua ini-
bigdo gera hiperplasia ou auto-imunidade,
enquanto a exacerbagdo ocasiona doengas

degenerativas”. Além disso, parece modu-
lar a resisténcia tumoral a drogas quimio-
terdpicas® .

O processo de apoptose € constituido de trés
etapas: indugdo, sinaliza¢do ou disparo e
execugdo. A indugdo pode ser iniciada por
citocinas, hormdnios, toxinas, agentes fisi-
cos, retirada de fatores de crescimento e
outros. O dano a0 DNA é um importante me-
canismo indutor. Cabe ressaltar que néo
existe um fator capaz de iniciar a apoptose
em todos os tipos de células, sendo a sinali-
zagdotecido-especifica. Os executoresin-
cluem a protease e outros fatores provavel-
mente situados no citoplasma, dada a capa-
cidade dos citoplastos anucleados de sofre-
rem apoptose?.

A transformacdo tecidual reflete um dese-
quilibrio entre a proliferacdo e a morte celu-
lar. Sendo assim, a perda da apoptose, por si
s0, é, relevante na carcinogénese. A sua per-
feita compreens@o, bem como a de seus me-
canismos reguladores, permitiria o estabe-
lecimento de uma terap@utica tumoral mais
eficiente"! 2.

Neste artigo, revisamos a atuagdo isolada e
conjunta de genes na regulagdo da apoptose
considerando-se as suasimplicagdes clinicas.

P53

O gene p53, situado no brago curto do cro-
mossomo 17, foi identificado primariamente
como oncogene em 1979. Posteriormente,
percebeu-se que ele s6 teriaesta fungdo quan-
do mutado". Ndo possui funcao essencial no
desenvolvimento normal, sendo extremamen-
te importante na carcinogénese!'* 9.

Foidemonstradoem 1989 que através de sua
fosfoproteina, o p53 poderiaregular negati-
vamente o crescimento celular, quando na
forma selvagem® 19 Este gene inibe a
proliferacdo de células com lesdo no DNA
de duas formas: parando o ciclo celular e
induzindo aapoptose. Ao parar o crescimen-
to celular na fase G1, ele permite a célula
restaurar a integridade do seu genoma. En-
tretanto, danos irreversiveis exigem a elimi-
nagdo das células acometidas!'” ',

A ligacdo dos tetrameros de p53 ao DNA
promove a codifica¢do da proteina p21, que
inibe as quinases dependentes de ciclinas.



Conseqiientemente, ndo hd fosforilagdo das
proteinas Rb, havendo seqiiestro de certos
fatores de transcri¢ao. Além disso, a protei-
na p21 se liga diretamente ao antigeno nu-
clear de células em proliferacio (PCNA),
indispensavel a replica¢do do DNA. Outros
genesregulados pelo p53 podem afetar a sin-
tese de DNA (GADD 45), modular aresposta
a agentes terapéuticos (MDR-1) e a angio-
génese(lﬁ, 19, 20)‘

Na auséncia de estimulos ao crescimento ou
apos lesdo ao DNA, o p53 induz a desinte-
gracdo enzimdtica dos cromossomos pelo
processo de morte celular. Ocorre elevagio
nos niveis do fator BAX, cuja a¢do é indutora
da apoptose e inibi¢do da sintese da protei-
na bcl-2, inibidora da apoptose,'* '’ (Figu-
ra 1). Ratos com involugdo do epitélio ma-
mdrio apresentam maior expressao da pro-
teina p53, assim como o epitélio prostatico
de ratos castrados. A IL-6 e 0o TGF-8 inibem
asuaexpressao, enquanto drogas citotdxicas
ndo parecem modifica-lat3 2,

Considerando-se a carcinogénese como um
processo complexo envolvendo miiltiplos
genes, mutagdes no gene p53 seriam im-
portantes neste processo por ocasionarem
um aumento na populagdo celular e maior
instabilidade genética’®??. Entre 30% e 70%
dos tumores malignos de qualquer 6rgéo ou

tipo histolégico demonstram uma mutagio
pontual em um dos alelos do p53 e perda do
outro. Tais mutag¢des derivam tanto de pro-
cessos celulares normais como da agdo dire-
ta de fatores ambientais (fumo, poluigio,
dieta etc.), sendo a importancia relativa de
cada um varidvel e neoplasia-especifica®.
A determinagdo do tempo de surgimento da
alteracdo € dificil, sendo, por vezes, umeven-
to precoce na oncogénese. Algumas lesdes
pré-malignas, como displasias bronquicas e
certos adenomas coldnicos, ja possuem mo-
difica¢des no p53. Em outros tumores, no
entanto, estas alteragdes assumem importin-
cia na promogao!!? 2329,

Nos canceres de mama, alteragdes no gene
p53 relacionam-se a maior agressividade.
Estudos citogenéticos mostram maior pro-
por¢do de aberragdes cromossdmicas nestes
tumores, sendo verificadas com freqiiéncia
amplificagdes nos oncogenes erbB-2 e Her-
2-neu. Sdo neoplasias mais avangadas, de
histologia medular, sem receptores hor-
monais e com alta taxa de proliferagdo celu-
lar®>252D_Displasias pulmonares, que pre-
cedemneoplasias em 2-15 anos, demonstram
alteragdes no p53. Inclusive a detecg¢do de
anticorpos especificos ocorre antes da de-
tec¢do tumoral por métodos convencionais.
Contudo ainda néo foi determinado se os
niveis de anticorpos variam naevolugdo, de-
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Figura 1 - Resumo da modulagdo do ciclo celular e indugio a apoptose pelo gene p531Y.




saparecem com a remissdo completa ou au-
mentam com a recorréncia. A sua dosagem
sérica representa uma ferramenta eficaz na
detecgdo precoce das recidivas® 22, A
imunorreatividade ao p53 é diretamente pro-
porcional ao grau de displasia nos carcino-
mas colorretais. Trabalhos imunohistoqui-
micos concluem que hd maior positividade
dentre os adenocarcinomas invasivos, ao
contrario da mucosa normal. Aliado a isto,
os adenomas Flat, de curso clinico mais
agressivo que os tubulares e exofiticos, de-
monstram 50% de positividade para o p53@*
2% _ A presenga de anticorpos contra p53 no
soro de pacientes guardarelagdo com o prog-
néstico: menor diferenciagdo, tipo Flat e in-
vasdo dos vasos sangiifneos®* . Resultados
semelhantes sdo encontrados nos adenocar-
cinomas géstricos®.

A anilise, pelo método de PCR, de carcino-
mas de células transicionais da bexiga re-
velaumaincidéncia muito mais elevada de
mutagdes do p53 nos tipos invasivos e pou-
co diferenciados®!3?. A incidéncia € bai-
xa nos carcinomas superficiais e bem di-
ferenciados, sendo maior nos tumores que
invadem a musculatura. Mesmo dentre os
superficiais, os que possuem mutagoes
apresentam maior probabilidade de recor-
réncia. Assim, exigem acompanhamento
mais estrito apds o tratamento inicial#*=,
As anormalidades no p53 sdo determinan-
tes de mau progndstico nos cinceres
genitais femininos®®*”. A sua presenca
nos carcinomas escamosos da vulvarefle-
te a positividade para linfonodos e pro-
gressdo neopldsica®”. Nos adenocarcino-
mas de endométrio, elas estdo associadas
a estdgios avancados da doenga, a pouca
diferenciacgio, auséncia de receptores para
progesterona e ao carcinoma papilar sero-
so. Nestes casos, 0 p53 parece ser 0 mais
importante indicador de sobrevida®®.

A introdugdo de p53 selvagem no carcino-
ma coldnico de humanos resulta em apopto-
se“) . A resisténcia a terap€utica anticancer
geralmente € conseqiiéncia direta da inati-
vagio do gene pS53. Na verdade, ele ndo €
essencial para a execugdo da apoptose, mas
representa um mecanismo de disparo efici-
ente, determinando o sucesso ou fracasso da
terapia. Células com mutagdes sdo mais pro-
pensas aescapar daquimioterapia, predomi-
nando nas recidivas!>*. E provavel que tam-

bém exista uma correlacdo entre a radios-
sensibilidade e a fungdo deste gene. O p53
mutante diminui a parada em G1 apés a ra-
dia¢@o, dessa forma aumentando a resistén-
cia a radioterapia®-*b.

O proto-oncogene bcl-2, gene 2 do lin-
fomae daleucemia de células B, foi iden-
tificado em 1984 como conseqiiéncia de
seu envolvimento na translocagdo cro-
mossomal t'*!® que ocorre freqiiente-
mente em linfomas foliculares ndo-Hodg-
gkin e leucemias de células B. Esta trans-
locagdo justapde o gene bcl-2 ao locus de
uma imunoglobulina de cadeia pesada
(IgH) no cromossomo 14. Desta fusao re-
sulta a elevacdo dos niveis do bcl-2¢?.

A exata localizagdo celular do bel-2 € ainda
controversa. O bcl-2 temsido localizado em
diferentes sitios, incluindo a membrana in-
terna mitocondrial“?, a superficie interna da
membrana plasmdtica®® e o reticulo endo-
plasmatico perinuclear?. O bcl-2 codifica
uma proteina citoplasmatica de 26 kda as-
sociada 2 membrana. Ela difere dos produ-
tos de outros proto-oncogenes por funcio-
nar aumentando a sobrevivéncia de células,
ao invés de promover seu crescimento. O
aumento da sobrevivéncia dessas células €
atribuido a capacidade do bcl-2 bloquear a
apoptose™**¥. A inibi¢do da apoptose pelo
bcl-2 pode ocorrer em qualquer estdgio do
ciclo celular, porém os mecanismos envol-
vidos ainda nao estdo definidos.

Com a localizagdo da proteina bcl-2 na
mitocOndria, foi sugerido que ela poderia
proteger as células da morte celular progra-
mada por alterar a fun¢do mitocondrial >4
No entanto, foi demonstrado que o bcl-2
evita a apoptose em cé€lulas sem o DNA
mitocondrial®”. O fato dasupressdo da frag-
mentagdo do DNA pela superexpressio do
bcl-2 estar associada a niveis reduzidos de
calcio citosdlico e nivel elevado de célcio
mitocondrial sugere que bcl-2 possa estar
envolvido no controle da distribui¢do do
calcio intracelular®®. Considerando-se o
aumento dafragilidade da membrana nucle-
ar um evento inicial em células que sofrem
apoptose, ¢ possivel que a localizacdo da
proteina bcl-2 na membrana perinuclear
possa inibir esse aumento da fragilidade,
prevenindo as etapas que o sucedem e evi-
tando a morte celular?.



O bcl-2 exerce uma fungdo antioxidante,
através da inibi¢do da peroxidacdo lipidi-
ca®, Todavia, estudos vém mostrando que
ndo ocorre inibi¢do da apoptose em células
reativas de oxigénio (EROS). Sugere-se que
embora as EROS possam ativar a morte ce-
lular, elas ndo sdo essenciais. Como o bcl-2
protege as células contra a apoptose por vias
independentes das EROS, é possivel que elas
sejam geradas durante o processo, € que o
bel-2 iniba a sua sintese apenas pelo bloqueio
a morte celular®"-2,

Um esquema proposto para explicar a fun-
¢do do bcl-2 como um gene bloqueador da
apoptose surge da associagdo entre 0s pro-
dutos do bcl-2 e dos genes intimamente re-
lacionados Bax, Bcl-x1, Bcl-xs, Bad e Bar
(Figura 2). Todos esses genes pertencem a
uma familia cujo protétipo € o bcl-2, apre-
sentando seqiiéncias homodlogas as dele,
particularmente nos dominios BH1 e BH2.
Contudo, enquanto o bcl-2 e o bel-x1 prote-
gem as células da apoptose induzida por uma
variedade de agentes, bax, bcl-xs, bad e bar
s#0, por si s6, indutores da apoptose. Uma
complexa interag@o entre os produtos codi-
ficados por estes genes ocorre em nivel nu-
clear, com formagdao de homodimeros ou
heterodimeros entre as diferentes proteinas.
A probabilidade de formagdo de homo- ou
heterodimeros entre os varios membros da
familia depende da concentragdorelativade
cada proteina, ¢ o predominio de uma ou
outra combinacdo dessas proteinas eventu-
almente decide o destino dacélula: entrarem
apoptose ou ser protegida dela®-®. Uma
outra proteina, a Bag, ndo apresenta homo-
logia ao bcl-2, mas também pode interagir e
cooperar com ela na prote¢do das células
contra a morte celular programada®?.

A expressdo do bcl-2 ja foi observada numa
grande variedade de tecidos normais que
demonstram longa viabilidade, como os
neurdnios, € em outros tecidos que sofrem
auto-renovagio por mecanismos envolven-
do aapoptose, tais como o epitélio colonico®®
e apele“?. No entanto, ndo hd dividas sobre
a importancia do gene bcl-2 na génese e no
desenvolvimento do cancer humano. Devi-
do asuafungdo de prevenir a apoptose, acre-
dita-se que tal efeito seria fundamental em
estdgios iniciais da transformag@o causada
por oncogenes dominantes ativados. Niveis
elevados de expressdo do bcl-2 foram veri-

Bel-2 Bcel-xI Bcl-xs Hd
BAX A A ? A
BAD S A X X
BAK X A X X
BAG S ? ? ?
Hd S S A

Figura 2 - Resultados da formagao de homo- ou
heterodimeros entre os diferentes membros da fa-
milia bcl-2. A indica apoptose; S indica sobrevi-
véncia; X denota casos onde ndo hd formagao de
dimeros. Hd significa homodimeros. Os casos onde
apossivel formagdo de dimeros ndo foi investigada
estd@o marcados por 759,

ficados em neoplasias renais, tais como car-
cinoma de células transicionais, carcinomas
papilares e tumor de Wilms (nefroblastoma).
Resultados semelhantes foram encontrados
em areas displdsicas adjacentes a estes tu-
mores® 375 Em regides da mucosa gastri-
ca que apresentavam metaplasia intestinal,
lesdo precursora de adenocarcinomas gés-
tricos, foi observada uma expressdo aber-
rante do gene bcl-26. Este achado estéd de
acordo com os resultados de outro estudo,
que indicaram ser o bcl-2 predominantemen-
te expresso nos estagios iniciais do desen-
volvimento de carcinomas gastricos”. Re-
forga-se ateoriade que o bel-2 contribui para
transformagdo neopldsica por permitir que
as células sobrevivam até que outros
oncogenes sinergisticos tornem-se ativos,
resultando no desenvolvimento de fendtipos
mais malignos.

O exame de fragdes de nucleoproteinas iso-
ladas do nicleo de leucécitos de pacientes
com leucemia mieléide crénica correla-
cionou a presencga de grandes quantidades
dos genes bcl-2, p53 e c-abl com o carater
progressivo da doenga®”. Por outro lado, a
presenca de elevados niveis de bcl-2 na
leucemia linfobldstica aguda dainfanciando
representa um pior prognéstico®?. Uma jus-
tificativa para esta paradoxal observacio
surge a partir de trabalhos realizados com
pacientes portadores de leucemia linféide
cronica - B. Nenhuma diferencga foi encon-
trada nos niveis de bcl-2 e p53 entre os
pacientes com doenga, progressiva ou nao.
Contudo, o nivel de RNAm Bax foi compa-
rativamente maior em células de pacientes
com doenga ndo-progressiva‘®®. Esta ob-
servacdo sugere que a andlise da expressao




do gene bcl-2, o isolado, pode ser insufici-
ente para determinag@o da sobrevivéncia e
progressdo clinica.

Recentes experimentos relatam uma nova
fungdo para a IL-5: a indugdo da apoptose
em células daleucemia linféide cronica, sen-
do esta fun¢do desempenhada por uma via
independente do bcl-2¢. Alguns autores su-
gerem que 0 mecanismo de inibi¢ao daapop-
tose mediada pelo INF-a, diferente daquele
exercido pela IL-4% ¢ TGF-B1¢?, ndo de-
pendente da expressdo do bcl-27. Estes re-
sultados apontam para a existéncia de miilti-
plos mecanismos intracelulares independen-
tes na apoptose, alguns dos quais podem ser
prevenidos pelo bcl-2, outros, ndo sdo afeta-
dos por este gene. Alternativamente, essas
vias adicionais parecem envolver proteinas
que, diferentemente, regulam a fungéo do
bel-2. Em apoio a esta hip6tese, foi demons-
trado recentemente que os produtos do gene
bel-x1 podem atuar como reguladores domi-
nantes da morte celular apoptdtica, regulan-
douma ou mais vias dependentes do bcl-26%.

Muitos canceres humanos tomam-se ampla-
mente resistentes aos efeitos da quimio- e
radioterapia. A modulagdo da apoptose pelo
bel-2 tem um importante papel no desenvol-
vimento da resisténcia tumoral. Altos niveis
de expressdo do bcl-2 parecem estar envol-
vidos na resisténcia celular ao TNF®. A
protegdo contra agentes quimioterapicos pro-
porcionada pelo bcl-2 define um novo tipo
de resisténcia a drogas, no qual os altos ni-
veis de bcl-2 ndo as impedem de penetrar nas
células, atingir seus alvos bioquimicos oude
induzir danos ao DNA e outras moléculas.
Narealidade, o que bcl-2 faz é prevenir a tra-
dugdo dos danos induzidos pela droga em
sinais para a morte celular®®. Experimentos
utilizando inibidores da enzima timidilato
sintase também depdem contra a modulagdo
de mecanismos cldssicos de resisténcia pelo
bcl-2, Embora os mecanismos exatos pe-
los quais os altos niveis de bcl-2 previnem a
apoptose continuem desconhecidos, foi de-
monstrado que o gene supressor de tumor p53
pode funcionar como um repressor transcri-
cional do bcl-2 e como ativador do gene
Bax"". Danos ao DNA sdo responsdveis por
elevagdes dos niveis do p53. Dessa forma,
acredita-se que os altos niveis da proteina bcl-
2 encontrados em alguns canceres neutrali-
zaria a proteina bax, que € produzida em res-

posta a danos ao DNA, com manutengao da
razdo bcl-2/bax numa faixa compativel com
a sobrevivéncia celular, apesar dos sinais
para a apoptose iniciados pela droga®®. O
bcl-2, por sua vez, desvia a atividade do p53
de indugdo da apoptose para indugdo de pa-
rada de crescimento, sendo identificado
como um modificador da func¢do do pS37Y.

A importancia que os genes da familia bcl-2
tém no controle da apoptose e da resposta
tumoral a quimio- e radioterapia sugere que
estes genes e suas proteinas definem um
conjunto de alvos que poderiam ser explo-
rados na tentativa de aperfeigoar a terapéu-
tica antitumoral atualmente disponivel. A
expressdo for¢ada do bcl-2 em células da
medula éssea, através de técnicas de trans-
feréncia génica, pode promover um resgate
da mielossupressao induzida pela quimio-
terapia”’?. Outras abordagens terap€uticas
ja foram propostas: 1) utilizagdo de diver-
sos fatores de crescimento, citocinas, etc.
com o objetivo de alterar a propor¢do entre
proteinas pré e antiapoptéticas, no sentido
de tornar as células tumorais mais sensiveis
a apoptose induzida por drogas quimio-
terapicas e radiacao”; 2) uso de oligonu-
cleotideos direcionados contra o RNAm do
bcl-2 e outros genes antiapoptéticos; 3)
agentes farmacolégicos que atuem na
interagdo proteina-proteina e proteina-
DNA, ambas importantes para fungdo dos
genes relacionados ao bcl-26%. Embora es-
tas abordagens necessitem de uma investi-
gacdo intensa, a descoberta de genes homo-
logos ao bcl-2 permitird que futuras tera-
pias tumorais nao sejam direcionadas ao ci-
clo de divisdo celular, mas aos reguladores
da morte celular programada.

C-MYC

O proto-oncogene c-myc € um conhecido
fator transcricional que age regulando a ex-
pressdo de genes necessdrios paraa progres-
sdo do ciclo celular. O produto de myc é
uma fosfoproteina nuclear com caracteris-
ticas marcantes de fatores transcricionais,
como os dominios de interacdo proteina-
proteina: Helix-loop-helix (HLH) e Leucine
zipper (LZ)".

Durante a fase G1 dociclo celular, a expres-
sdo do myc estd sob o controle do gene
supressor de tumor RB, de ciclinas e anti-
genos virais“®. Esta hipétese encontra apoio



nahomologiaestrutural e funcional existente
entre c-myc e a proteina adenoviral E1A.
Esta protefna associa-se com a proteina RB,
liberando-a de sua ligagdo com o fator
transcricional E2F7. Genes como o c-myc
contém sitios similares ao sitio de reconhe-
cimento do E2F em seus promotores, e estes
sitios parecem ser importantes para a ativa-
¢ao transcricional desses genes®

Nos dltimos anos, diversas evidéncias tém
apontado o c-myc como um importante fa-
tor de apoptose em varios sistemas. No en-
tanto, os alvos transcricionais modulados
pelo c-myc permanecem indefinidos. A por-
¢ao carboxi-terminal das proteinas da fami-
liamyc tem sido implicada naintera¢do com
outra proteina HLH-LZ, denominada Max.
Uma conseqiiéncia desta associagdo é o au-
mento da afinidade com que essas proteinas
seligam a0 DNA7. Contudo, ja foi demons-
trado que os complexos max-max e max-myc
possuem atividades transcricionais distin-
tas” (Figura 3).

MAX
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Figura 3 - Homodimeros de Max intbem, enquanto
heterodimeros Myc-Max ativam a transcri¢do. A
elevada expressao de Max direciona formagado de
homodimeros repressores. Por outro lado, a supe-
rexpressdo de c-Myc eleva os niveis de heterodime-
rosativadores. A ligacdo dos homodimeros Max ao
DNA é modulada negativamente pela Sfosforilagao
destes'””),

Um possivel mediador da apoptose induzida
pelo c-myc € o gene da Ornitina Descar-
boxilase (ODC). Foi proposto que a ativida-
de daenzima ODC induzida pelo genec-myc
resultaria na produgdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), que por sua vez levari-
am a morte celular. No entanto, a compara-
¢do direta das taxas de morte celular entre

clones de c-myc e de ODC demonstrou que
a apoptose por c-myc envolve vias depen-
dente e independente da ODC> ™, Foi su-
gerido que o bcl-2 poderia bloquear a
apoptose por prevenir os danos celulares
provocados por essas ERO™,

Recentemente, a protefna Yin-Yang-1 (YY-1)
foi descoberta como reguladora transcricio-
nal de muitos genes, incluindo o c-fos, c-myc
e N-ras®. O c-myc é capaz de inibir ambas
as fungdes, do YY-1, arepressora e a ativa-
dora o que sugere que uma das vias pelas
quais o c-myc age é modular a atividade
do YY-16¢D,

O c-myc estd envolvido na apoptose de
hibridomas de células T ativados®?, A pre-
senga da proteina c-myc em extratos nucle-
ares de células sensiveis ao TNF-a, sugere
que a predisposi¢do a morte celular é
induzida por myc®”. Por outro lado, sinais
proliferativos foram induzidos pelo c-myc
em cé€lulas resistentes ao TNF-0®, A su-
perexpressao do c-myc tem um efeito nega-
tivo sobre a modulagio do p53 e da ciclina
D1 noiniciodociclocelular®?, enquanto tem
efeito positivo sobre as ciclinas A e E. As-
sim, a elevada expressdo do c-myc é capaz
de superar a parada de crescimento em G1/S
causada pelo p53, bem como neutralizar o
efeito daquinase dependente daciclina D146
7. As duas conseqiiéncias aparentemente
paradoxais da inapropriada expressio do
c-myc sdo a progressdo do ciclo celular e a
ativacdo da apoptose. Condigdes que esti-
mulam uma parada do crescimento em G1
inibem todos os genes que promovem pro-
gressao do ciclo celular, incluindo o c-myc.
No entanto, se o c-myc é o tinico gene que
permanece ativo nas células cujo crescimen-
to foi interrompido, a presenca de sinais con-
traditdrios € reconhecida como uma muta-
¢do pela célula afetada, resultando em ati-
vagdodaapoptose”. Esta afirmativa é apoi-
ada pelo fato da expressio forcada de c-myc
em c€lulas progenitoras miel6ides s6 resul-
tar em apoptose, quando estas sofrem uma
interrupgdo em seu crescimento, provocada
pela IL-3 ou Eritropoetina®. Dessa forma,
aexpressao desregulada do gene c-myc é in-
suficiente para permitir aexpansao clonal de
uma célula mutante. Nesse sentido, é neces-
sdria a existéncia de mutagdes que inibam a
morte celular. Na verdade, foi demonstrado
que a expressdao forcada de bcl-2 em




fibroblastos suprime a apoptose induzida
pelo c-myc sem afetar sua fun¢do mito-
génica®. Essa associa¢do funcional entre o
c-myc e o bcl-2 neutraliza a fun¢@o do p53,
impedindo a sua atuagdo como guardido do
genoma®®. Este achado proporciona um
novo mecanismo de cooperag@o entre onco-
genes, sendo de grande importancianacarci-
nogénese e naevolugdo da resisténcia tumo-
ral a drogas.

A amplificagdo do c-myc € umaalteragao ge-
nética freqiiente no cancer, contribuindo
para sua progressdo. Os mecanismos de am-
plificagdo nao sdo completamente conheci-
dos. E provavel que a mutag@o do gene p53
possa proporcionar a célula maior capaci-
dade de amplificagdo. Elevados niveis do c-
myc sdo mais fregiientes em canceres de
mama com linfonodos positivos. Contudo
nio houve nenhuma correlacdo entre a am-
plificagdo e outros fatores clinico-patologi-
cos, como receptores hormonais, tamanho
do tumor, ploidia e outros®”*¥. Em tumores
de bexiga, a superexpressdo do c-myc tem
sido implicada comoum provavel indicador
de invasividade®.

Fas-APO-1

O antigeno Fas/APO-1 é uma proteina
transmembrana pertencente a familia dos
receptores parao fator de crescimento neural/
TNF-a, possuindo a capacidade de, quando
ligado ao anticorpo especifico, induzir a
apoptose, possivelmente através de uma via
das quinases dependentes de ciclinas"”. Em
condi¢des normais, este antigeno ¢é encon-
trado em fibroblastos, células mieldides e
linfécitos®"9?. A sua expressdo € extrema-
mente varidvel nos tumores malignos. Al-
guns, como o carcinoma broncogénico, apre-
sentam um padrdo Fas/APO-1 - negativo,
enquanto carcinomas de mama e neoplasias
de células B sdo geralmente positivos. No
caso dos canceres colorretais, ocorre uma
heterogeneidade, existindo os padrdes posi-
tivo, fracamente positivo ou negativo®"*?.

A distribui¢io quantitativa do Fas/APO-1
nas células pode ser modulada por citocinas,
como o IFN-y e o TNF-q., as quais aumen-
tam sua expressdo. Os gliomas malignos hu-
manos possuem Fas/APO-1 e sofrem apop-
tose quando submetidos ao anticorpo es-
pecifico (Fas/APO-1ab). Citocinas, como
TNEF-a, IFN-y, TGF-b2,IL-1 e IL-8, aumen-

tam a sensibilidade ao Fas/APO-1ab, sendo
responsdveis pela maior expressao do
antigeno em gliomas malignos®?. Sabe-se
que a morte celular programada pode ser
inibida pela dexametasona, favorecendo ain-
da mais a carcinogénese.

A resisténcia ao Fas/APO-1ab foi obser-
vada em algumas células malignas
linféides e da glia®!*?. Foi relatada uma
proliferagdo de certas linhagens celulares
ap6s a morte, mediada pelo Fas/APO-1ab.
A causa deste fendmeno pode ser um efei-
to indireto da sele¢do de células resisten-
tes, com exacerbagdo de sua atividade
mitética. Para uma compreensdo adequa-
da de outros efeitos, hd necessidade de se
conhecer a cascata intracelular ativada
pelo antigeno Fas/APO-1,bemcomo asua
regulagao. E importante ressaltar que a
resisténcia ao Fas/APO-1ab independe da
expressio do gene bcl-20".

No caso dos gliomas malignos, o prognésti-
co e o tratamento dos pacientes sdo dificul-
tados. Entretanto, aimunoterapia com a uti-
lizagdo do Fas/APO-1ab traz uma possibili-
dade de tratamento mais eficaz, jd que are-
sisténcia de clones tumorais poderia ser
vencida pela combinagdo com citocinas
sensibilizadoras, e a seletividade do trata-
mento seria conferida pela auséncia do
antigeno considerado no parénquima cere-
bral normal®**?.

MDR-1 e MDR-2 (glicoproteina-p)

As proteinas codificadas pelos genes MDR-
1 e MDR-2 sdo denominadas, em conjunto,
glicoprotefnas-p. O produto do gene MDR-
2 é pouco conhecido. Todavia a glicopro-
tefna-p derivada do MDR-1 € bastante estu-
dada® ¥, A sua expressdo ¢ regulada pelo
gene p53(3 Y. Trata-se de uma proteina de
membrana com expressio variada nos dife-
rentes tecidos corpéreos. Ha tecidos em que
aexpressdo € alta, como nas adrenais; inter-
medidria (intestinos e trato urindrio), e bai-
xa (linforreticular)® 9.

Tecidos neoplédsicos de alguns 6rgaos apre-
sentam um aumento na expressdo da gli-
coproteina-p. Aproximadamente 70% dos
carcinomas colonicos a demonstram, assim
como certas condi¢des pré-neopldsicas (re-
tocolite ulcerativa) e 70% dos célons dis-
pléasicos e inflamados®"



Experimentalmente se verificou que protei-
nas p53 mutantes podem induzir a transcri-
¢do do gene MDR-1. Uma vez que a expres-
sdo aumentada estd relacionada a multir-
resisténcia a drogas, provavelmente muta-
¢bes no pS3 induziram a resisténcia a qui-
mioterapia’®. O mecanismo evolutivo é
0 transporte transmembrana dependente de
energia, com expulsdo das drogas citotéxicas
que penetraram na célula®'”. Ap6s o inicio
da quimioterapia, ocorre uma elevagio ra-
pida na expressdo da glicoproteina-P, sen-
do esta a responsdvel pela resisténcia con-
ferida. Cabe enfatizar que, nos tumores hu-
manos, as muta¢des no p53 nio se correla-
cionam com altos niveis de glicoproteina-P.
Portanto a resisténcia nas mutagdes do p53
resulta de mecanismos independentes do
MDR-1®. 1519

Interagdo genética na modulacéo
daapoptose

Considerar cada gene como protagonista iso-
lado na apoptose é negligenciar a importan-
teinteracdo e convergénciadas diversas vias
que a regulam. Da a¢do conjunta dos genes
resulta uma maior ou menor propensio a
morte celular programada.

Mutagdes em oncogenes, como o EIA e o
Ras, podem sensibilizar as células 2 apopto-
se dependente do p53, resultando na maior
taxa de apoptose observada nos tumores,
quando comparados aos tecidos normais.
Outras alteragdes, entretanto, acabam por
aumentar a resisténcia a terapéutica®,

Como mencionado anteriormente, 0 p53 fun-
ciona como repressor transcricional do bcl-
2 e como ativador do gene bax. Todavia,
estudos com imunoblotting e imunohisto-
quimica mostram elevagdo do bcl-2 e redu-
¢aonos niveis de bax, simultaneamente, em
apenas alguns tecidos. Parece que o p53 nio
€ o unico fator regulador da expressdo des-
tes genes, sendo a sua fungio tecido-especi-
fica. Obcl-2, por sua vez, parece inibir a fun-
¢@o do p53 por mecanismos indiretos, ja que
se localizam em compartimentos celulares
distintos. Além disso, o bcl-2 ndo diminui
os niveis da proteina p53 ou altera sua loca-
lizagdo nuclear".

A expressdo desregulada do c-myc, na vi-
géncia de integridade do p53 ou de condi-
¢Oes limitantes ao crescimento celular, in-

duz a apoptose!'**. Contudo, alteragdes no
bcl-2 aumentam a sobrevivéncia dessas cé-
lulas, permitindo a sua expansdo e evolugio
oncogénica.

Existem varios genes relacionados ao bcl-2,
todos implicados na apoptose. As concen-
tragdes relativas das vdrias protefnas codifi-
cadas por estes genes determinam o destino
da c€lula®?. Atualmente se verificou que a
dosagem dos niveis do bcl-2 isoladamente
ndo prevé a evolugdo do tumor.

A carcinogénese é um processo evolutivo
complexo, facilitado por uma maior instabi-
lidade genética. Conseqiientemente, o com-
portamento dos tumores é dependente da
cooperagao e antagonismo dos varios genes
associados. Um conhecimento mais profun-
do a respeito da intera¢@o destes genes na
regulag@o da apoptose promoverd uma abor-
dagem mais eficaz e consciente das neopla-
sias humanas.
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