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RESUMO

O desenvolviemnto da Genética Molecular, nas Glitimas trés décadas, teve um importante impacto
em todas as dreas da investigagio médica, repercutindo-se de forma particularmente significativa na
investigacdo oncolégica. Um conjunto de novas metodologias, especialmente concebidas para analisar a
estrutura e expressdo de genes celulares, cedo ultrapassou a fronteira da investigagdo fundamental para
ter uma aplicagdo cada vez mais directa e quotidiana em problemas clinicos concretos. A uma com-
preensio mais profunda da biologia da célula neoplésica seguiram-se novos instrumentos de diagnéstico
e novas modalidades terapguticas. A revisdo do que tem sido a contribuiciio da Genética Molecular na
investigacdo, diagnéstico e terapéutica em oncologia, é o objectivo deste trabalho.

SUMMARY
Molecular genetics in oncology

The development of Molecular Biology in recent years has had a profound impact in all Medical
research fields and has been particulary important for the progress of oncology research. A whole body
of new methodologies has been specifically designed to investigate the structure and the expression of
cellular genes. This new field has rapidly extended far beyond basic research, with applications that are
becoming exceedingly relevant in the resolution of many important clinical problems. As a consequence
of a better understanding of the biology of neoplastic cells, more rationale therapeutic approaches as
well as new diagnostic tools could be developed. The objective of the present work is to discuss the

multiple constributions of Molecular Biology in research, diagnosis and therapy in oncology.

INTRODUCAO

O cancro é uma doenga multifactorial, pleiotrépica nas
suas manifestag¢des, sendo o processo de malignizacdo celular
um fenémeno de extrema complexidade. Um tumor maligno
clinicamente detectdvel, ndo & mais do que a expresséo
extrema da profunda desregulagiio de um ecosistema celular,
em que mecanismos tdo bésicos e essenciais como o controlo
de proliferagdo, crescimento ¢ respeito territorial se encon-
tram irreversivelmente perturbados. No entanto, indepen-
dentemente da variabilidade na expressdo fenotipica de uma
célula tumoral, o cancro pode ser considerado como uma
doenca genética de células somaticas’. A confirmagdo expe-
rimental deste conceito deve-se integralmente a introdugio
das novas metodologias da Genética Molecular, em particu-
lar da tecnologia de DNA-recombinante, a partir do inicio
da década de 702, As novas técnicas trouxeram consigo a
possibilidade de clonar e sequenciar genes, de estudar a sua
expressdo in vitro € in vivo, de os introduzir em linhas celu-
lares ou mesmo em células germinais de animais, de deduzir
facilmente os produtos que codificam e obter as respectivas
proteinas em quantidades virtualmente ilimitadas. O poder
desta versatilidade tecnoldgica ndo se esgotou no entanto na
investigagio fundamental da oncogénese. A aplicagdo astuta
das mesmas ferramentas instrumentais no campo do diag-
néstico, teve ja profundas implicagdes na Oncologia Clinica
e & previsivel que num futuro nfo muito distante a Genética
Molecular possa modificar radicalmente as estratégias tera-
peuticas de que dispomos actualmente.

* O trabalho experimental integrado neste artigo foi subsidiado pela JNICT
(Projecto n.° 87576)
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1. A GENETICA MOLECULAR NA INVESTIGACAO
DO CANCRO

Teoria Molecular da Oncogénese’

A suspeita de que alteragdes no material genético de uma
célula poderiam estar na base da transformacio maligna foi
pela primeira vez formulada, no inicio do século, por Theo-
dor Boveri!. Boveri baseou a sua teoria no facto de células
cancerosas evidenciarem, com frequéncia, alterages da cro-
matina ¢ figuras mitéticas anormais. Observagdes de outro
tipo, acumuladas no decorrer dos anos, convergiam para a
mesma conclusio, nomeadamente a constatacdo de que
agentes quimicos e fisicos genotdxicos podem induzir can-
cro, € ainda o conhecimento de que certas formas de neopla-
sia tém transmissio hereditiria. No entanto, foi a andlise
experimental de retrovirus oncogénicos, a partir de 1970 23,
que revelou pela primeira vez a existéncia de genes capazes
de induzir a transformagdo maligna. Estes achados foram
paralelamente corroborados por experiéncias em que genes,
isolados a partir de DNA tumoral, eram transfectados em
linhas celulares (entendendo-se por transfecgdo a introdugio
de DNA numa célula), induzindo nestas a transformacdo
maligna 4,

1.1 Retrovirus, oncogenes e proto-oncogenes 3’

Os retrovirus sdo pequenos virus de RNA, que devem o
seu nome ao facto de produzirem transcriptase reversa (TR),
um enzima capaz de polimerizar moléculas de DNA a partir
de um molde de RNA2Z A TR é um enzima fundamental
para o ciclo de vida do virus. Um retrovirus, a0 infectar uma
célula, introduz nela o seu genoma de RNA, o qual é
copiado para DNA por acgdo da TR. O DNA viral integra-



se posteriormente no genoma da célula hospedeira, onde
constitui um provirus, passando a usufruir da maquinaria de
transcri¢do da célula infectada. Os genes virais sdo transcri-
tos para RNA o qual ir4, por um lado, originar novos geno-
mas virais e, por outro, codificar a sintese das proteinas da
capside e do envélucro do virus. Da assembleia destes com-
ponentes resulta a formag@io de uma nova particula viral pas-
sivel de infectar uma outra célula. Alguns retrovirus sdo
oncogénicos em diversas espécies animais e de entre eles um
sub-grupo, caracteriza-se pela sua capacidade de induzir neo-
plasias no animal hospedeiro, apés um curto periodo de
incubagdo. A sequenciagio do genoma dos retrovirus de
ac¢io rapida, conduziu a identificagio de sequéncias capazes
de transformar determinados tipos celulares in vivo, bem
como de transformar in vitro linhas celulares imortalizadas.
Estas sequéncias foram designadas v-oncs. Experiéncias de
hibrida¢io de v-oncs com DNA normal de varias espécies
animais, demostraram a existéncia de sequéncias semelhan-
tes as dos oncogenes virais em células normais3. Estas
sequéncias de DNA celular, denominadas c-oncs ou proto-
-oncogenes, em funcdo dessa homologia, apresentam uma
estrutura molecular notavelmente conservada em espécies
filogeneticamente distantes, facto que sugeriu de imediato
que desempenhassem um papel fundamental em fungdes
béasicas da célula normal. Na verdade, os v-oncs nio sdo
mais que versdes modificadas de genes celulares, capturados

QUADRO 1 —Oncogenes, origem e fungdesS

pelo virus no decurso de sucessivos ciclos de replicagdo.
Mais de 20 oncogenes foram identificados até ao momento,
cada um correspondendo a um determinado c-onc nas célu-
las normais de verterbados. Destes, pelo menos 12 foram até
a data implicados na génese de neoplasias humanas. Os pro-
dutos codificados pelos proto-oncogenes celulares tém sido
alvo de intensa investigagdo nos tltimos anos, bem como os
mecanismos que presidem & sua conversio em verdadeiros
oncogenes. A localizagio sub-celular das respectivas protei-
nas € conhecida para muitos deles, verificando-se que sic
t?nsgritos em diversos tecidos, por vezes em quantidades ves-
tigiais. A sua associa¢io com a membrana celular, citoesque-
leto ou com o préprio DNA, sugere que estejam envolvidos
em multiplos processos bioquimicos da célula.

1.2 As proteinas codificadas por proto-oncogenes celulares
intervém nos mecanismos de crescimento e proliferacdo
celular’

Do ponto de vista funcional, as proteinas codificadas por
proto-oncogenes celulares podem distribuir-se por cinco clas-
ses (Quadro 1):

1. Factores de crescimento celular

Sdo dois os exemplos conhecidos representativos desta
classe. Um ¢ o factor de crescimento derivado das plaquetas,

Oncogene Retrovirus Fungfio celular do proto-oncogene
Familia correspondente

Factores de crescimento
v-sis Sarcoma do macaco Fact. cresc. der. plaquetas
KS3* — (sindroma de Kaposi) Fact. cresc. fibroblastos
hst* — (carcinoma humano) Idem
int 2 - Idem

Tirosina-cinases

(proteinas membranares)
v-fms sarcoma felino (Susan McDonough) Receptor do CSF-1 (a)
v-erb B Eritroblastose, aves Recep. factor cres. epiletial
v-kit sarcoma felino (HZ4) ?
neu* — (neuroblastoma, rato) ?
met* — (osteosarcoma humano) ?

Tirosina-cinases

(proteinas associadas & membrana)
v-srC sarcoma, galinha (Rous) ?
v-yes sarcoma, galinha (Yamaguchi-79) ?
v-abl leucemia, murganho (Abelson) ?
v-fes sarcoma, gato (Snyder-Theilen) ?
v-fps sarcoma, galinha (Fujinami) ?
Familia ras . Ligagio a GTP ¢ GTPases
v-H-ras eritroleuc., rato (harvey) Ligacdo a GTP e GTPases
v-K-ras sarcoma rato (kirsten) Idem
N-ras* . Idem
Familia de proteinas nucleares
v-myc Mielocitomatose, galinha Ligagio aoc DNA
N-myc** — (neuroblastoma humano) ?
L-myc** — (car. pulmio, humano) ?
v-myb Mieloblastose, aves Ligagdo ao DNA
v-fos Sarcoma, murganho Ligagio ao DNA
v-ski Sarcoma, aves (Sloan Kettering) ?

* Oncogene detectado por transfecgdo de DNA tumoral. Sem contrapartida conhecida em genomas de retrovirus.
** Oncogene amplificado em neoplasias (ver texto). Sem contrapartida conhecida em genomas de retrovirus.

(a) Factor estimulante de colénias hematopoiéticas
? Actividade especifica desconhecida
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codificado por c-sis, um gene celular estruturalmente homo-
logo ao oncogene do retrovirus do sarcoma do macaco (v-
sis). O outro é um factor de crescimento de fibroblastos,
codificado pelo gene hst (human stomach carcinoma). Ao
contririo do anterior, este gene ndo tem contrapartida
conhecida em nenhum retrovirus, tendo sido identificado em
experiéncias de transfec¢gio de DNA tumoral humano em
linhas celulares imortalizadas.

2. Receptores para factores de crescimento

Representados pelos produtos dos genes c-erb B (homo-
logo de v-erb B do virus de eritroblastose nas aves) que codi-
fica o receptor para o factor de crescimento epitelial e do
gene c-fms (homélogo do v-fims do virus de um sarcoma do
gato) que codifica o receptor de um factor de crescimento
hematopoético (CSF-1). Ambas as proteinas se localizam na
membrana celular e possuem adicionalmente actividade fos-
foriladora de residuos de tirosina.

3. Enzimas fosforiladores de tirosina (tirosina-cinases)

Esta classe, na qual se inclui o maior nimero de v-oncs e
c-oncs (Quadro 1) pode ser subdividida em 2 familias: uma,
constituida por proteinas transmembranares, que inclui os
receptores de factores de crescimento da classe anterior,
outra constituida por proteinas associadas & membrana mas
nio transmembranares. Varios genes desta classe parecem
estar envolvidos na carcinogénese humana, € t&tm como
denominador comum o facto de os seus produtos serem enzi-
mas que fosforilam o aminoacido tirosina. A fosforilagao de
tirosina é um fenémeno que pode intervir na regulagio da
forma e crescimento celular. A expressdo dos genes desta
familia parece ter uma distribuigio tecidual especifica. Por
exemplo, o produto de c-src (homologo de v-src do sarcoma
de Rous) é uma tirosina-cinase que tem como alvo proteinas
do citoesqueleto em determinados tipos celulares (plaquetas
e algumas células neuronais), admitindo-se que esteja envol-
vido na transducgfio de sinais bioquimicos provenientes da
ligagdo de um ligando ao respectivo receptor.

4. Proteinas de ligagdo a GTP e GTPdsicas

Esta classe engloba os proto-oncogenes do grupo ras
(homologos de v-ras do retrovirus de um sarcoma do rato).
As proteinas ras localizam-se na membrana celular e estdo
envolvidas na génese de segundos mensageiros quimicos
resultantes da activagiio da célula por estimulos mitogénicos.

5. Proteinas de ligagdo ao DNA

As proteinas codificadas por genes desta classe, localizam-
-se no niicleo onde se ligam ao DNA, estando muito prova-
velmente envolvidas, de uma forma directa, na regulacdo de
genes que controlam os mecanismos de divisdo e diferencia-
cio celular. Por exemplo, a transcrigio dos genes myb e myc
diminui drasticamente durante a diferenciagdo terminal da
célula, e a sua expressdo ocorre em momentos especificos do
ciclo celular.

O conhecimento do papel funcional das proteinas codifica-
das por proto-oncogenes veio portanto confirmar aquilo que
a sua conservaciio filogenética ji sugeria: que desempenham
fungGes bésicas e primordiais na regulagio do crescimento,
proliferacio e da prépria integridade estrutural da célula.

1.3 Diversos mecanismos podem converter um proto-
-oncogene celular num verdadeiro oncogene’

Na sua forma nativa, um proto-oncogene é incapaz de
induzir a transformac¢do maligna. Para que tal acontega é
necessirio que surjam perturbagdes quantitativas ou qualita-
tivas na sua expressdo. Uma vez que as proteinas codificadas
por estes genes sdo funcional e estruturalmente heterogeneas,
ndo é surpreendente que a sua desregulagio dependa de
mecanismos moleculares igualmente heterogeneos.
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Conhecem-se actualmente 4 mecanismos de activagdo de
proto-oncogenes dos quais, pelo menos 3, ja foram demons-
trados em patologia humana:

1. Muta¢do por inser¢do. Este mecanismo consiste no
aumento da actividade transcricional de um proto-oncogene
resultante da inser¢io de um retrovirus na sua vizinhanga. E
um fenémeno conhecido em neoplasias hematopoiéticas de
aves. Ndo foi no entanto ainda demonstrado em neoplasias
humanas. A desregulagio do gene normal da célula resulta
da influéncia de sequéncias reguladoras de transcricdo, exis-
tentes nas extremidades do genoma viral.

2. Amplifica¢do. Este fenémeno corresponde ao aumento
de copias no genoma de um proto-oncogene. A amplificagéo
de um oncogene, que pode ser detectada citogeneticamente
(através do aparecimento de cromossomas anormais com
regides de coloragdo homogénea ou de corpusculos de cro-
matina sem centrémero), conduz a um aumento significativo
da sua expressdo. Sio exemplos deste fenomeno, a amplifi-
cagdo do n-myc em neuroblastomas, do Ki-ras em carcino-
mas do célon ou do c-abl em leucemia mieldide crénica.

3. Translocac¢ées cromossomicas. Rearranjos cromossémi-
cos, envolvendo pontos de factura coincidentes com loci de
proto-oncogenes, constituem um terceiro mecanismo de acti-
vagdo, particularmente frequente em neoplasias humanas®.
Exemplos bem documentados do ponto de vista molecular,
sdo as transloca¢Ses do linfoma de Burkitt, o cromossoma
Filadelfia (Ph) na leucemia mieldide crénica e a t(14;18) nos
linfomas foliculares. Nas translocagdes do linfoma de Burkitt
o proto-oncogene ¢-myc, localizado no cromossoma 8, fica
em contacto com os genes de cadeias pesadas ou leves de
imunoglobulinas, localizados nos cromossomas 2 e 8
(cadeias leves kapa e lambda, respectivamente) e 14 (cadeias
pesadas). Como consequéncia da translocacdo, c-myc fica
sob a influéncia das potentes regides reguladoras de transcri-
¢do daqueles genes, admitindo-se que tal facto conduza a
desregulagiio da expressdo do proto-oncogene ”8, O cromos-
soma Ph, presente em 90% dos doentes com leucemia mie-
léide crénica, consiste numa translocagdo entre os
cromossomas 9 ¢ 22. Neste rearranjo, parte do proto-
-oncogene c-abl (tirosina-cinase), localizado no cromossoma
9, desloca-se para o cromossoma 22, onde ird fundir-se com
o gene bcr (tirosina-cinase). O gene quimérico resultante da
translocagiio apresenta uma actividade enzimatica marcada-
mente superior 2 dos genes normais que o originaram, o que
podera ser relevante na transformagio maligna da célula plu-
ripotencial hematopoiética %. A t(14;18), presente em 80%
dos doentes com linfomas B foliculares, justapde o gene bcl2
aos genes de cadeias pesadas de imunoglubina® A proteina
codificada pelo bcl2, foi recentemente caracterizada,
admitindo-se que esteja envolvida nos mecanismos de morte
celular programada (apoptose) de linfécitos B maduros recir-
culantes, precisamente as células normais homélogas do lin-
focito maligno no linfoma folicular '

4. Muta¢do pontual. Consiste na modifica¢do de um ou
mais nucleétidos na sequéncia do proto-oncogene. Este feno-
meno parece ser particularmente importante na activagio
dos proto-oncogenes da familia ras. Proteinas ras mutadas
nos residuos 12 e 61, e funcionalmente anormais, foram
detectadas em muiltiplas neoplasias humanas (um em cada
quatro tumores humanos tem muta¢des num gene ras).
Levando em conta o papel funcional que as proteinas ras
desempenham na célula normal, ¢ licito admitir que a muta-
¢do possa traduzir-se em graves perturbagdes na transmissio
de estimulos mitogénicos.

1.4 A carcinogénese é um fendmeno lento que evolui em
multiplos passos sequenciais '%13.14.15

A oncogénese é um fenémeno lento que parece resultar da
convergéncia de multiplos e raros eventos moleculares. De



facto, experiéncias de transfeccio de oncogenes em células
ou em animais sugerem que um acidente molecular isolado
nédo ¢ suficiente para transformar uma célula de forma irre-
versivel. Por exemplo, células mieloides normais sé se trans-
formam em células leucémicas apds sucessivas transfecgdes,
primeiro com ¢-myc activado e depois com v-src. Linfécitos
B humanos normais, se tiverem sido previamente imortaliza-
dos pelo virus de Epstein-Barr, sdo capazes de induzir tumo-
res em ratinhos atimicos apés transfecgio com c¢-myc ou
c-ras activados. Estudos em animais transgénicos apontam
no mesmo sentido. Ratinhos em cuja células germinais foi
introduzido um s6 oncogene activado (c-myc ou c-ras), ndo
desenvolvem em geral neoplasias. Se a experiéncia for feita
com os dois oncogenes activados, observa-se crescimento
anormal em algumas células, as quais, apds algum tempo,
podem originar tumores malignos. No entanto, a maioria
das células que expressam os transgenes ndo sofrem transfor-
macgio malignas. A histéria natural de varias neoplasias
humanas sugere igualmente a existéncia de fases evolutivas
sequenciais (sindromas mielodisplasicos evoluindo para leu-
cemia aguda, ou polipos que originam carcinomas, por
exemplo). Estes estadios de transi¢do acompanham-se carac-
teristicamente de modificagdes no fenétipo global da célula,
as quais reflectem necessariamente miltiplas perturbagdes
genéticas, muitas vezes traduzidas em alteragdes citogenéti-
cas progressivamente mais complexas. Um fendmeno deste
tipo estd bem ilustrado na evolugdo clinica da leucemia mie-
l6ide crénica, na qual, a uma fase crénica de duragiio varia-
vel (em média 2 a 3 anos), se segue a transformagio em
leucemia aguda, com emergéncia de blastos imaturos prove-
nientes de qualquer das linhagens hematopoiéticas. Do
ponto de vista citogenético, a fase crénica caracteriza-se pela
presenca exclusiva, nas células malignas, de um cromossoma
Ph. Com a aproximag#o da fase blastica, observa-se o apare-
cimento de um nimero progressivamente maior de outras
alteragdes citogenéticas, algumas das quais parecem
relacionar-se especificamente com o fenétipo da linha celular
envolvida na transformagio (Fig. 1)'e

1.5 Genes onco-supressores na carcinogénese '7.1820.22

No seu conjunto, os proto-oncogenes celulares integram-se
funcionalmente numa rede complexa, reguladora do cresci-
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Fig. I —Cariotipo de medula éssea num doente com crise bldstica
de leucemia mieloide cronica (Bandas G). Observam-se duplicagio
do cromossoma Ph, trisomias 8, 13, 15, 19 e 20. Estas alteragdes
ilustram a evolugdo clonal caracteristica desta doenga's.

mento e proliferagiio celular. Esta rede pode ser pcrturbada
como vimos, de diferentes formas e a diferentes niveis. Ha
no entanto boas razdes para admitir que a activagio de
proto-oncogenes, um fenémeno que parece ocorrer apenas
em células somaticas, é apenas um dos componentes do pro-
cesso oncogénico. Recentemente foi identificado um outro
grupo de genes cujos produtos se comportam como regula-
dores negativos do crescimento e proliferagio celular. Por
esta razdo foram designados genes onco-supressores ou anti-
-oncogenes. Versdes defeituosas destes genes podem ser
transmitidas de geragdo em geragfo,através das células ger-
minais. A existéncia de genes supressores de proliferagio era
desde héd algum tempo admitida com base em dados experi-
mentais e em observag¢des clinicas. Experiéncias de hibrida-
¢do de células somaticas normais com células tumorais,
faziam reverter o fenétipo maligno a um fenétipo normal o
mesmo acontecendo 3 linha celular maligna HL60 quando
microinjectada com um cromossoma 11 humano normal. Do
ponto de vista clinico, o estudo da biologia de uma neoplasia
da crianga, o retinoblastoma, apontava para a mesma con-
clusio '®. O retinoblastoma é uma neoplasia rara, com uma
incidéncia de 1 caso por cada 20000 criangas, ¢ manifesta-se
clinicamente durante os primeiros 5 anos de vida. Surge sob
duas formas: uma familiar, em que um dos progenitores tem
a mesma doenca, ¢ outra esporadica, mais rara, na qual nio
existe historia familiar de retinoblastoma. A forma bilateral
atinge as duas retinas onde s3o observdveis miultiplos focos
tumorais. Na forma esporadica, pelo contrério a doenga
atinge tipicamente apenas uma das retinas e é unifocal. A
analise citogenética de células de retinoblastoma revelava a
presenca de uma delecgdo intersticial no cromossoma 13
(q14). Na forma familiar a delec¢dio estava igualmente pre-
sente em células normais do individuo, enquanto que na
forma esporadica parecia restringuir-se as células tumorais.

Em 1971, Alfred Knudson delineou a primeira teoria unifi-
cadora das duas formas de doenga. Propds que ambas
dependessem de um mecanismo genético comum que envol-
veria duas mutagdes consecutivas. Na forma esporadica,
seriam necessarias duas delecgdes intersticiais em ambos os
cromossomas 13 numa s6 célula retiniana. Um fenémeno
deste tipo, necessariamente coincidental e por isso mesmo
raro, explicaria a natureza unifocal e unilateral da doenca.
Na forma familiar, uma das mutag6es estaria ja presente na
linha germinal do doente (traduzida pela delecgiio intersticial
do cromossoma 13 em todas as células somaticas) pelo que
uma segunda mutac¢do no alelo normal do cromossoma par,
explicaria a bilateralidade e o caracter multifocal do tumor.
Em ambos os casos para que a mutagfio se perpetue num
clone celular, terd que ocorrer em células retinianas ainda
com potencialidade de proliferagéo e diferenciagdo. As célu-
las retinianas mantém estas capacidades durante os primei-
ros 5 anos de vida, o que estid de acordo com a idade de
aparecimento do tumor. Sabe-se actualmente que o gene
envolvido na génese do retinoblastoma (gene Rb), esta biale-
licamente deletado ou mutado, mesmo quando as células
tumorais parecem citogeneticamente normais. O gene Rb
codifica uma fosfoproteina de 105 KD que se liga ao DNA
da célula, onde pode regular a transcri¢io de outros genes
celulares 2!, Foi igualmente demonstrado que a proteina Rb
se liga, in vitro, a oncoproteinas nucleares codificadas por
virus de DNA oncogénicos e que, as suas caracteristicas
estruturais fazem supor que possa ligar-se in vivo a produtos
codificados por proto-oncogenes celulares de localizagio
nuclear (myc por ex.) 92022 l% possivel que desta interacgdo
dependa um equilibrio dindmico entre proteinas activadoras
¢ supressoras de prolifera¢do celular. Assim sendo, a ruptura
na homeostase do crescimento e proliferagio celular pode
depender quer da activagdo de proto-oncogenes quer da
inactivagdo de genes onco-supressores.
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2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR NO
DIAGNOSTICO DO CANCRO 2

2.1 Citogenética Molecular

A identificacdo e clonagem dos genes envolvidos nos rear-
ranjos cromossémicos caracteristicos de diversas neoplasias,
permitiu que a respetiva estrutura nucleotidica fosse caracte-
rizada por técnicas de sequencia¢io. Foi a comparagdo das
sequéncias dos genes alterados com as dos genes normais
homoélogos que permitiu definir, com rigor, o tipo de lesdo
genética em causa e deduzir, em muitos casos,a constitui¢io
em aminodcidos das respectivas proteinas. O conhecimento
da sequéncia de um gene ou do mRNA por ele codificado,
pode ser utilizado na construgdo de sondas moleculares espe-
cificas das regides envolvidas em transloca¢des cromossomi-
cas ou qualquer outro tipo de alteragfio genética. Gragas a
enorme especificidade da ligagdo (ou hibridagéo), de bases
complementares dos acidos nucleicos, uma sonda genética
ira detectar com grande precisio a sua sequéncia comple-
mentar em qualquer amostra de DNA, independentemente
da sua provenigncia 2. A aplicagéo deste principio tem viabi-
lizado a detecgdo de lesSes moleculares especificas de tumor,
em diversas neoplasias humanas. A técnica de elei¢do foi
durante anos a de transferéncia-hibridagdo de Southern %, A
técnica de Southern tem no entanto inconvenientes que limi-
tam a sua aplicagio em varios contextos clinicos: uma moro-
sidade nem sempre compativel com a urgéncia do
diagnéstico oncoldgico, a necessidade de manipular quanti-
dades significativas de DNA e um limiar de sensibilidade que
impossibilita a identificagio de uma populacdo celular
maligna minoritdria (inferior a 5% da celularidade total). Em
1985, Saiki e colaboradores descrevem uma técnica que cedo
se revelou de enorme interesse no diagndstico de doengas
que envolvam lesGes genéticas (revisto em 25). A técnica per-
mite a amplifica¢do in vitro de qualquer fragmento de DNA,
bastando apenas que parte da sua sequéncia seja ja conhe-
cida. E uma técnica de execugdo simples, actualmente total-
mente automatizada, e baseia-se na repeti¢do ciclica de 3
reac¢les: 1. desnaturagdo pelo calor do DNA; 2. Hibrida-
¢d0, a temperatura reduzida, com oligonucleétidos sintéticos
complementares de pequenas regides da sequéncia a amplifi-
car, que funcionardo como iniciadores polimerizagio para
uma DNA-polimerase; 3. Polimeriza¢gio de novas cadeias de
DNA por acgdo de uma polimerase termo-estdvel (derivada
do Thermus aquaticus ou Taq polimerase). Terminado cada
ciclo de 3 reacgdes, uma nova cadeia de DNA foi sintetizada
a partir de cada cadeia mi3e. Todas as cadeias recém-
-sintetizadas vdo por sua vez servir de molde para a sintese
de novas cadeias, em ciclos subsequentes. O resultado é a
amplificagio exponencial da sequéncia alvo, inicialmente
limitada, nas suas extremidades, pelos iniciadores. Trata-se
portanto de uma reac¢do em cadeia que, em poucas horas, ¢
capaz de amplificar mais de um milh&o de vezes uma sequén-
cia especifica de DNA. Por esta razdo e pela sua extrema
especificidade, este método tem sido de grande utilidade ndo
apenas na investigacio bioldgica mas também no diagnos-
tico de doengas que envolvam anomalias genéticas conheci-
das. A detecgdo a nivel molecular das alteragdles
cromossomicas especificas de tumor anteriormente mencio-
nadas é hoje possivel, em tempo clinicamente titil, e pela pri-
meira vez dispde-se de um método suficientemente sensivel
para permitir a monitorizagio de doenga residual em doentes
em remissdo clinica aparente %,

2.2 Genes de receptores para antigénio no diagndstico e
classificagdo de neoplasias linfoides 2

A andlise dos genes de imunoglubina (Ig) e do receptor
para antigénio de linfocitos T (RCT) em neoplasias linféides,
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alterou significativamente os conceitos sobre a patogénese
destas doengas 27 a0 mesmo tempo que contribui para o refi-
namento de sistemas classificativos com utilidade clinica.
Apesar do nimero cada vez maior de anticorpos monoclo-
nais reactivos com antigénios de diferenciac¢do linfocitaria,
um numero significativo de neoplasias nfo pode ser classifi-
cada com base numa analise estritamente fenotipica. A espe-
cificidade de muitos daqueles reagentes ndo s6 ndo ¢
absoluta como, frequentemente, a célula maligna, por dema-
siado imatura, ndo expressa ainda Ig ou RCT, marcadores
verdadeiramente essenciais de linhagem. Um problema adi-
cional prende-se com a determinacio de monoclonalidade
em neoplasias B imaturas (ainda nio expressando cadeias
leves de Ig) ou em qualquer proliferacio linfocitaria T, uma
vez que ndo existem, marcadores fenotipicos de monoclona-
lidade em células T. O esclarecimento da biologia molecular
dos genes de Ig e do RCT veio resolver em grande parte estes
problemas. Estes genes organizam-se, em células ndo linf6i-
des, em segmentos descontinuos de DNA, transcricional-
mente inactivos 22, Durante a diferencia¢io linféide, os
genes de Ig, na linhagem B, e do RCT na linhagem T, sofrem
modifica¢Bes estruturais que podem ser analisadas no DNA
de células leucémicas por técnica de Southern. O rearranjo é
um fenémeno precoce (precedendo o aparecimento dos res-
pectivos receptores), irreversivel, e inico para cada célula (e
como tal transmitido a toda a sua progenia). Constitui assim
um marcador molecular especifico de linhagem, particular-
mente util do esclarecimento da origem celular de neoplasias
imaturas ou indiferenciadas (Fig. 2a), bem como um marca-
dor passivel de identificar uma expansio clonal de linfécitos
B ou T (Fig. 2b).
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Fig. 2a— Configuragio dos genes de lg, analisada por Southern
blotting, em amostras de leucemias agudas*. DNA de alto peso
molecular, digerido com Eco RI, foi hibridado com uma sonda para
a regifio J 28 dos genes de cadeias pesadas (JH)**, marcada com P32
As amostras 32 e 34, correspondendo a leucemias fenotipicamente
imaturas, exibem rearranjo nestes genes (setas), demostrando a sua
natureza linfoide B. Nas amostras 28 a 31, de doentes com leucemias
mieloblasticas os genes de Ig estio em configuragio germinal.

* Laboratdrio de Biologia Molecular da FML — Instituto de Histologia e
Embriologia.

** sondas cedidas por T. Rabbits36.37



Fig. 2b—DNA de uma proliferagio linfoide T crénica (CD4+,
CD25+), hibridado com uma sonda para o gene 8 do RCT (CB)**.
A presenga de 2 bandas, compativel com um rearranjo bialélico no
gene B, confirma a origem T da populagio celular, demosntrando
adicionalmente a natureza da doenga.

3. GENETICA MOLECULAR NA TERAPEUTICA
ONCOLOGICA »

Muitas das modalidades teraputicas actualmente disponi-
veis em Oncologia, baseiam-se na utilizagdo de farmacos
citoredutores os quais, de uma forma geral, ou interferem
com vias enzimaticas essenciais para a célula, ou interactuam
com o DNA, impedindo a sua replicagdo, ou impedem a for-
magio de um fuso mitético normal. O problema maior des-
tas drogas é a sua falta de especificidade para o tecido
neoplasico, sendo a destrui¢cdo de células normais o factor
limitativo mais importante na sua utilizagdo. A transplanta-
¢do da medula dssea, ao viabilizar a administragio de doses
letais de radio ou quimioterapia, ultrapassou em grande
parte esta limitagio, o que se traduziu numa melhoria signi-
ficativa do prognostico de varias neoplasias humanas. No
entanto, se o cancro é causado pela lesdo ou expressdo aber-
rante de genes celulares, uma terapéutica oncoldgica verda-
deiramente especifica, serd aquela que permita corrigir ou
normalizar o defeito genético. Uma aproximacéio deste tipo é
potencialmente aplicavel em neoplasias cujo defeito predo-
minante corresponda & perda ou inactivacdo de genes onco-
-supressores. Experiéncias recentes apontam neste sentido: a
introdugdo de um gene Rb normal, veiculado num retrovi-
rus, em células de osteosarcoma, permitiu a reversdo das

células malignas a um fendtipo normal ! e células de retino-
blastoma transfectadas como o gene Rb normal perderam a
oncogenicidade depois de transplantadas em ratinhos atimi-
cos. A inactivagdio de proto-oncogenes desregulados é prova-
velmente mais dificil, exigindo o aperfeicoamento de técnicas
de mutagénese dirigida. Outro tipo de métodos, potencial-
mente Uteis, consiste na introdugdo de genes de toxinas cuja
expressdo promova a destruigio selectiva de determinados
tipos celulares ou ainda de genes que induzam sensibilidade
a drogas citoredutoras . Alternativamente, a expressdo de
genes anormais pode ser bloqueada pela administragdo de
oligonucledtidos anti-sense, isto é, com sequéncias comple-
mentares de mRNA especificos desses genes . E no entanto
importante salientar que a aplicagio de qualquer destas
estratégias in vivo levanta ainda problemas consideraveis.
Por um lado, a introdugio de genes em qualquer célula é, em
si mesma, um mecanismo de mutagiio de consequéncias difi-
ces de prever, ¢ a inactivagio de genes pode interferir com
complexos mecanismos de regulagio transcricional de outros
genes. Por outro lado, a especificidade tecidual da manipula-
¢do genética € aqui também um problema nio negligencia-
vel. Neste contexto, a utilizagdo de lipossomas
especificamente dirigidos a um tecido alvo veiculando genes
ou oligonucledtidos, ou de virus citopaticos para determina-
dos tecidos (que transfectem o gene de interesse) poderd no
futuro ter importantes aplicagdes terapduticas.

A contribui¢do da Genética Molecular na terapeutica
oncolégica pode no entanto considerar-se ja significativa, em
particular no que diz respeito a disponibilidade de proteinas
sintetizadas por técnicas de DNA-recombinante, valiosas
quer no tratamento de suporte do tratamento oncoldgico
quer no tratamento especifico de lgumas neoplasias. Sio
exemplos os varios factores de crescimento hematopoiéticos,
de sintese recombinante, potencialmente utiliziveis na recu-
peragdo de aplasias iatrogénicas3 e modificadores da res-
posta bioldgica, entre os quais os interferdes recombinantes e
a interleucina 2, cuja actividade anti-neoplasica é bem conhe-
cida nalgumas neoplasias humanas .
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