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INTRODUCAO

0 céncer é uma doenca caracterizada por uma po-
pulacdo de células que cresce e se divide fora dos limi-
tes normais, invade e destroi tecidos adjacentes, e pode
se espalhar para lugares distantes no corpo, através
de um processo chamado metastase. Estas propriedades
malignas do cancer o diferencia dos tumores benignos,
que sdo auto-limitados em seu crescimento e nao inva-
dem tecidos adjacentes.'?

E o resultado final de um actimulo de alteracoes
genéticas, herdadas ou adquiridas. Os genes que sao
alterados sao aqueles envolvidos nos processos celulares
normais e fundamentais, como a regulacdo do ciclo ce-
lular, sinalizacdo e diferenciacdo.? A requlacdo do ciclo
celular & um equilibrio entre os produtos dos genes que
induzem uma célula a replicar-se e outros genes que
impedem a replicacdo celular. Consiste na mudanca de
periodos de descanso e periodos de divisdo, até a morte
celular.?

Em vérios tipos de céncer, existem defeitos nesse
sistema regulador, levando as células a uma replicacao
descontrolada. Estes genes que levam a replicacdo sao
chamados de protooncogenes, enquanto que os genes
que impedem a divisdo celular sdo conhecidos como
supressores de tumor.! Os oncogenes apresentam efeito
genético dominante, e basta um de seus alelos afetado
para a carcinogénese ocorrer. Ao contrario dos supres-
sores de tumor, que apresentam caracteristica recessiva,
sendo necessario uma mutacdo nos dois alelos.*

Existem varias evidéncias de que a ocorréncia de
alteracdes em determinadas proteinas podera modificar
a historia natural de uma neoplasia, levando a uma di-
ferenca significativa no progndstico do paciente e seus
indices de resposta a terapéutica instituida. O estudo
das proteinas supressoras de tumor consiste em uma
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ferramenta (til para a decisao sobre a melhor terapia.
Muitos destes marcadores podem nos fornecer valiosas
informacdes sobre as caracteristicas de um tumor, deter-
minado o tratamento mais eficaz.?

0 presente trabalho tem como objetivo descrever
sobre a proteina supressora de tumor p53 e sua rela-
cao com a Sindrome de Li-Fraumeni. Foi realizada uma
revisdo bibliografica a partir das principais bases de
dados em sadde: MEDLINE (base de dados de litera-
tura internacional, produzida pela US National Library
of Medicine - NLM), LILACS (Literatura Latino-Ame-
ricana y del Caribe em Ciencias de la Salud) e ScikE-
LO (Scientific Eletronic Library Online), no periodo de
2002 a 2008.

CICLO CELULAR

0 ciclo celular consiste na mudanca de descanso e
periodos de divisao até a morte celular. Apesar do tempo
de duracdo de cada fase variar com o tipo celular, pelo
menos duas grandes barreiras parecem operar em todas
as células eucarioticas, que sdo a transicao entre G1—S
e G2—>M. A fase S, periodo de sintese de DNA e a fase
M, durante a qual os cromossomos se condensam e se
alinham no feixe de microtdbulos e as cromatides irmas
sdo separadas. Estas fases sdo separadas por intervalos
denominados G1 e G2. Quando ndo estdo se dividindo,
as células se encontram em uma fase quiescente deno-
minada GO. Essas células s6 entram em divisdo apds
receberem instrucdes ou estimulacdo extracelular, atra-
vés de substdncias estimuladoras mitogénicas, bloqueio
de citoquinas antiproliferativas ou mesmo contato com
células adjacentes.?®

A transicdo da fase inicial ou intermediaria para
o final da G1 é chamada ponto de restricio (R),



enquanto que as transicoes que ocorrem em outros
pontos do ciclo celular sdo chamadas pontos de che-
cagem, o qual o mais importante se encontra na pas-
sagem de G2 para M. A passagem por estes pontos de
controle permite que a progressdo na divisao celular
ocorra somente se as condi¢des da célula estiverem
perfeitas, o que inclui replicacio de DNA completa
e sem danos. As células cancerosas abandonam seus
mecanismos de controle e continuam se dividindo sem
0 mecanismo de morte celular programada. A decisao
para se dividir acontece logo que a célula passa do
ponto R, e segue seu proprio programa até a divisao.
A passagem da célula através do ponto R e dos pontos
de checagem é reqgulada por uma familia de proteinas
quinases, que incluem uma subunidade regulatéria,
as ciclinas, e uma subunidade catalitica, as quinases
ciclinas dependentes (CDK).>*

As ciclinas sdo um grupo de proteinas responsa-
veis pela ativacao das principais divisdes celulares.
Elas requlam a atividade das quinases, que por essa
razdo sao chamadas quinases-ciclinas dependentes. A
ativacdo do complexo CDK especifico resulta em uma
cascata de fosforilagdo das proteinas que sao necessa-
rias para a passagem por um determinado estagio do
ciclo celular.® As CDKs sao inativas como mondmeros,
sua ativacdo depende da ligacdo com as ciclinas. Elas
também participam no controle da transcricdo e na
apoptose.’

A morte celular programada, conhecida como
apoptose, é uma propriedade fundamental de todos os
organismos multicelulares. Ocorre em diferentes esta-
gios de crescimento, como por exemplo, na degeneracao
de neurdnios que falham nas conexdes celulares ou até
mesmo para regular o tamanho da populacao de deter-
minadas células nos tecidos. Quando as células sdo con-
frontadas com um ambiente de estresse, elas podem ser
destruidas acidentalmente ou podem se auto destruir
usando um mecanismo ativo. Isto depende do tipo e
intensidade do estresse.®

0 inicio do processo é controlado rigidamente por
numerosos sinais intra e extracelulares capazes de in-
duzir a morte celular programada. Envolve proteases
especificas, chamadas caspases, as quais sdo ativadas
por clivagens proteoliticas como resposta aos sinais que
induzem a apoptose. Estas proteases ativas clivam pro-
teinas chaves das células e ocorre a morte rapidamente.
A regulacdo deste processo é tdo complexa quanto a re-
gulacdo do crescimento celular e acompanha uma série
de alteracdes bioquimicas, com modificacdes morfolégi-
cas da célula e do nicleo.?

Os processos da apoptose em células animais
incluem a condensacdo da cromatina, a quebra do

DNA, a fragmentacdo celular e a formacdo de cor-
pos apoptoticos. A apoptose pode ser detectada por
microscopia, histopatologia convencional ou técnicas
especiais.??

GENE TP53

0 TP53 é um gene supressor tumoral localizado na
regido cromossdmica 17p31, que codifica uma proteina
de 393 aminoacidos, a proteina p53. Este gene, quando
sofre mutacdes, leva ao desenvolvimento de neoplasias,
sendo classificado, portanto como um gene regulador
chave do ciclo celular.*1011.12

0 TP53 age como um fator de transcricdo que
controla varios processos biolégicos importantes para
o controle do crescimento tumoral, incluindo regula-
cdo do ciclo celular, angiogénese e apoptose.’ A p53
controla a progressao de células da fase G1 para a fase
S do ciclo celular, para promover reparos, participa no
controle da apoptose das células com danos no DNA e
também regula a expressdo do fator de crescimento en-
dotelial vascular e ativa a transcricdo de inibidores da
angiogénese.*1114

A seqiiéncia codificante da proteina contém cin-
co regides mostrando um alto grau de conservacao
nos vertebrados e apresenta dez éxons codificantes.
0 gene contém uma regido 5  bastante longa que
apresenta um éxon 1 ndo codificante e um intron 1
com 10 kilobases de pares. As mutacdes no TP53 sao
alteracdes importantes no complexo processo da car-
cinogénese, sendo o local mais comum de mutacdes
somaticas em canceres humanos. As alteracdes genéti-
cas no TP53 sdo fregiientes em uma variedade de céan-
ceres esporadicos, com freqiiéncias que variam de 10
a 60% dependendo do tipo de tumor e da populacao.
Ocorrem bastante em canceres associados a exposicao
ambiental e a carcindgenos ocupacionais. Os tipos e
distribuicdo da linhagem germinativa e somatica das
mutacdes do TP53 sdo bastante similares, sendo a
maioria mutacdes missense nas ligacdes do DNA, ge-
ralmente do éxon 4 ao 9 do gene TP53. Mutagdes do
tipo splice-site, delecdes e complexo insercao-delecdo
também podem ocorrer.?

Além de seu papel determinante como gene su-
pressor tumoral, o gene p53 apresenta também outros
aspectos importantes, como os polimorfismos da pro-
teina codificada por este gene. Estes polimorfismos po-
dem causar alteracdes leves ou dramaticas na atividade
da proteina. Um dos mais estudados é o do codon 72,
podendo codificar uma arginina (Arg) ou uma proli-
na (Pro), determinando trés gendtipos: homozigoto
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para Arg (Arg/Arg p53), heterozigoto (Arg/Pro p53)
ou homozigoto para prolina (Pro/Pro p53). Em estu-
dos anteriores foi mostrado que os pacientes Arg/Arg
p53 teriam risco maior de desenvolver cancer cervical
associado ao papiloma virus humano e suspeita de leu-
cemia mielbide crénica.®?

Em um teste com ratos, foi associada a dosagem
do gene p53 e o fendtipo de cancer espontaneo. Todos
os ratos com o genétipo homozigoto recessivo, sem
nenhum alelo da p53 (-/-), acabaram desenvolvendo
tumores, principalmente linfomas de timo até os 10
meses de idade, com rapido desenvolvimento do tumor e
morte a partir dos 3 meses. Os ratos heterozigotos (+/-)
desenvolveram varios tipos de tumores com idade mais
avancada. Mais de 95% destes ratos apresentaram oste-
osarcomas, linfomas de timo e linfomas esplénicos até
os dois anos idade. Nos ratos heterozigotos, os niveis de
p53 foram reduzidos e a diversidade dos tipos de tumor
mostrou que os tecidos se tornaram suscetiveis a perda
do segundo alelo da p53.%®

Pacientes com somente um alelo funcional do
TP53 apresentam maior risco de desenvolver miltiplos
canceres quando o alelo restante é inativado por varios
mecanismos. A perda da funcdo da p53 cria uma forma
de fenotipo mutante, permitindo as células replicarem
com o DNA danificado e acelerando o processo da car-
cinogénese.’

PROTEINA P53

Depois de mais de 25 anos de descrita, a proteina
p53 tem sido mostrada como papel chave na supressao
tumoral e no envelhecimento, e tem sido alvo de mui-
tas pesquisas. A p53 é um fator de transcricdo expressa
na maioria dos tipos celulares e a ativada em respostas
a varios sinais de estresse, principalmente o estresse
genotdxico.?

A proteina mutada perde sua funcdo reparadora
do DNA e indutora da apoptose, o que provoca um
aumento no nGmero de mutagdes celulares e a perpe-
tuacao dos clones anormais.’® A mutacao da p53 foi
descrita em mais da metade dos tumores humanos,
essa proteina mutada apresenta grande estabilidade e
longo tempo de meia vida, o que era de aproximada-
mente 20 minutos na proteina normal, aumenta para
varias horas na proteina mutada. Isto gera um acmulo
no ndcleo celular, que pode ser identificado pela imu-
nohistoquimica usando anticorpos especificos.5> 101113
No entanto, a p53, em células normais é expressa
em baixos niveis e ndo é detectada. Esse aumento
na expressao da p53, quando mutada, pode ser uma
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tentativa de frear o ciclo celular como resposta a des-
requlacdo.®

Os sinais que ativam a p53 incluem os diversos
tipos de dano do DNA, hipdxia, encurtamento dos teld-
meros, choque de temperatura, deficiéncia nutricional,
deplecdo de microtabulos, ribonucleotideos ou fatores
de crescimento, modelacdo da adesdo celular e altera-
cdo do metabolismo. Uma vez ativada a p53 exerce seus
efeitos através de dois mecanismos principais; pelo con-
trole da transcricdo (ativagdo e repressdo dos genes) e
pela interferéncia na fun¢do de outras proteinas através
da formacdo de complexos.?>*

Existem trés respostas que ocorrem depois da ati-
vacao da p53: apoptose, envelhecimento celular e para-
da do ciclo celular. Os dois primeiros sdo terminais para
a célula, enquanto que a parada do ciclo permite os
processos de reparo e a célula sobrevive. A escolha des-
tes trés mecanismos pela célula que estd sob estresse
depende de um nimero de outras variaveis. Em algumas
células, em que ocorre geralmente a apoptose, a respos-
ta pode ser revertida ou reduzida com tratamento com
interleucina 6. A introducdo do oncogene RAS ativado
em uma célula normal resulta em senescéncia da célula.
Como parte nesse processo de senescéncia, a p53 pro-
duz citoquinas que atacam as células inflamatorias, as
quais eliminam a célula RAS transformada do organismo.
Em outras palavras, a ativacao da p53 em uma célula
normal geralmente resulta na sua delecdo permanente
do conjunto de células com capacidade proliferativa,
promovendo uma maneira drastica para a supressdo de
qualquer célula que possa apresentar uma transformacao
oncogénica.>?®

Além desses mecanismos de resposta, existem ou-
tros processos celulares que sdo alterados por genes
regulados pela p53. Estes incluem feedback positivo e
negativo, requlacdo de outros sinais de transducdo, al-
teracdo na matriz extracelular, alteracdo no citoesquele-
to e processos de reparo do DNA. Estes processos ocor-
rem em niveis moleculares e celulares, podendo causar
conseqiiéncias fisiolégicas e sistémicas, como resposta
ao estresse. Exossomas produzidos pela ativacao da p53
em uma resposta apoptdtica combinada com células
dendriticas do corpo pode aumentar o processo imune
contra antigenos. Varios genes requlados pela p53 que
sdo expressos e agem no SNC podem se comunicar com
neurdnios, e em algumas situagdes resultar em neurode-
generacao.”

A principal forma de ativacdo da transcricdo é
através da ativacdo direta de uma seqiiéncia especifica
do DNA, mas pode também reprimir varios genes através
de métodos indiretos. Quase todos os genes transcritos
pela ativacdo da p53 possuem um sitio de ligacdo no



DNA que se liga ao mesmo sitio alvo da resposta da p53.
Através de interacdes proteina-proteina, a p53 pode se
ligar e recrutar proteinas de transcricdo para a regiao
promotora dos genes regulados pela p53 para induzir a
transcricdo.?

Em alguns genes, a ligacdo da p53 ao seu sitio
alvo resulta na repressdo direta do gene. Existem trés
métodos diretos de repressdo direta pela p53. Entre
eles, a interferéncia estérica, que envolve a ligacao
de uma seqiiéncia especifica de DNA, que bloqueia o
sitio de ligacdo de uma proteina de transcricdo mais
potente. 0 segundo método, a inativacdo dos pro-
motores da transcricdo ocorre através de interacdes
proteina-proteina. 0 dltimo método direto é a ativacao
das histona deacetilases (HDACs), que ocorre através
da ligacdo da p53 a proteina repressora SIN3A, que se
liga a HDCA.?

Entre os métodos indiretos de repressao da trans-
cricao pela p53, esta a ativacao de CDKN1A que inibe
o complexo ciclina D-CDK4 através da ligacdo direta.
A conseqiiéncia dessa inibicao do complexo é a ausén-
cia da hiperfosforilacdo da proteina de retinoblastoma
RB da fase G1 do ciclo celular. A RB ndo fosforilada
reprime a funcdo da familia de fatores de transcricao
E2F, formando um complexo E2F-DP1-RB. Este com-
plexo inibe os alvos da E2F parando o ciclo celular na
fase G1.%

Um aspecto bastante controverso é o papel das
modificagdes po6s traducionais da p53 na determinacao
da sua eficacia na regulagao da transcricdo. Entre elas
estdo a fosforilacdo, metilacdo e acetilacdo. Estudos
mostraram que a p53 precisa dessas modificacées no
seu dominio C-terminal para se ligar ao DNA in vitro,
mas ndo necessita na presenca de cromatina. Foi mos-
trado que a inducdo da p53AIP1 (apoptose regulada
pela p53 induzida pela proteina 1) depende da fosfo-
rilacdo de um residuo de serina da p53. A fosforilacao
dos residuos de serina conferiu a p53 a ativacdo do
gene APC, enquanto a p53 nao fosforilada serviu como
supressor do APC.*

A evidéncia mais forte que mostra que as modifi-
cacdes pos traducionais sao importantes para os meca-
nismos regulatérios da p53, é o fato que os inibidores
HDAC mostraram um aumento nos niveis de p53 aceti-
lada e induziram a apoptose e senescéncia das células
cancerosas e normais.

Outro mecanismo mediado pela p53 é a ativacdo
de sitios de ligacdes fracos da p53, por suas proteinas
homdlogas p63 e p73. A p63 participa no desenvolvi-
mento e diferenciacdo de determinados tecidos, por-
tanto o produto de seu gene nao é um supressor tumo-
ral como o da p53. A p73 quando esta superexpressa

pode bloquear o ciclo celular e desencadear a apopto-
se. Existem evidéncias de que danos ao DNA possam
induzir a acetilacao do p73 através da acetiltransferase
p300, causando apoptose por um mecanismo indepen-
dente da p53.13%

SINDROME DE LI-FRAUMENI

Em 1969, Li e Fraumeni mostraram quatro fami-
lias com uma predisposi¢do autossomica dominante de
diversos tipos de cancer em criancas e jovens adultos,
incluindo sarcoma de tecidos moles e cancer de mama.
Em 1988, eles expandiram as pesquisas para 24 familias
para caracterizar melhor o fen6tipo da sindrome. Estas
familias apresentavam mais tipos de cancer do que o
esperado, incluindo osteosarcomas, cancer de mama,
carcinoma adrenocortical, tumores cerebrais e leucemia.
Este grupo de canceres foi aceito como a forma classica
da sindrome de Li-Fraumeni (LFS).420.21.22.23

A base genética da doenca é uma mutacdo na
linhagem germinativa do gene TP53, o qual representa
um papel importante na tumorigénese, e estd mutado
em pelo menos 50% dos tumores especificos.!#212223 Em
1990, foi mostrado que a maioria das familias com LFS
apresentava mutacdes no gene TP53 e este fato foi con-
firmado por outros pesquisadores. Baseado em analises,
como a amplificacdo do gene, as mutagdes apareceram
em 80% dos casos. Em 1994, foi descoberto um segundo
tipo de LFS, a Li-Fraumeni like (LFL), com mutacdo de
30 a 40% dos casos.?

0 gene CHEK2 foi mostrado em 1999, como pos-
sivel causa de acGmulos de cancer nas familias com
LFS. Foi identificada uma mutacdo no gene CHEK2 em
uma familia classica de LFS, que ndo apresentava mu-
tacdo no geneTP53, e em duas familias sugestivas de
LFS. Os sarcomas foram presentes em duas das trés
familias.?#

Em um estudo foi mostrado duas mutacdes dife-
rentes no gene p53, uma no intron 5 (IVS5-1 G— A)
e no éxon 7 (Asn235Ser 704 A— G), ambas classifica-
das como patogénicas. Foram observadas familias com
estas mutacdes com cancer de mama, que foi o tipo
predominante, e nao foram identificadas mutacdes no
BRCA1 e BRCA2, marcadores tipicos de cancer de mama,
indicando que a mutacdo no p53 estd associada com a
predisposicdo ao cancer.?!

Em relacdo ao sexo também foram observadas dife-
rencas significativas, as mulheres que apresentaram mu-
tacdes no p53 apresentaram mais chances de desenvol-
ver tumores que os homens com as mesmas mutacdes,
devido ao cancer de mama e de ovario.?
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A LFS serve como um modelo para estudar os dife-
rentes mecanismos que controlam a iniciacdo de um tu-
mor em individuos diferentes. Nas doencas genéticas, a
variacdo na idade em que o paciente é diagnosticado, é
determinada por dois mecanismos principais: os modifi-
cadores genéticos, genes que modificam ou influenciam
a severidade da carga genética anormal, e a antecipacao
genética. Esta é definida como uma maior incidéncia, o
aparecimento mais cedo ou o aumento da gravidade da
doenca nas geragdes sucessivas.?

A antecipacdo genética desempenha um papel
importante na LFS. Foi descoberto um polimorfismo
MDM2-SNP309, o qual pode ser um modificador genéti-
co nos canceres que apresentaram mutagdes na p53. 0
MDM2 é um regulador negativo da p53, levando a p53
a degradacdo proteossdmica. A variacao SNP309, loca-
lizada no gene do MDM2, aumenta a ligacdo de fatores
de transcricdo e eleva os niveis de MDM2. Como a p53
possui afinidade com o MDM2, é esperado um aumento
na degradacao da p53.%

Também foi relacionado com a LFS, o tamanho dos
telomeros dos pacientes. Os telémeros sdo seqiiéncias
protetoras que constituem o final dos cromossomos e
estdo envolvidos em praticamente todos os tipos de
canceres no homem.* Os pacientes com LFS apresen-
taram teldmeros mais curtos e disfuncionais, o que
foi associado com a progressdo de tecidos normais até
neoplasias. Nao é entendido porque os pacientes com
LFS possuem atritos nos teldmeros mais rapidamente
que individuos normais, mas este fato ja foi observado
em outras sindromes envolvendo anormalidades com o
reparo do DNA. A falta do p53, permite as células com
disfuncdo nos telémeros, ambas somaticas e germina-
tivas, escaparem do processo de senescéncia e conti-
nuarem se multiplicando. Isto levard ao nascimento de
criangas com os teldmeros mais curtos nas préximas ge-
racoes.?? A atividade da telomerase encontra-se muito
baixa ou ausente nos tecidos normais, entretanto nas
células neoplasicas sua atividade estd presente ocasio-
nando imortalidade celular. A integridade dos telome-
ros é fundamental para a manutencdo da estabilidade
cromossomial e para prevenir fusdo de cromossomos e
translocacgoes.*

0 tratamento para a LFS com sucesso é dificil devi-
do a fregiiéncia de maltiplas malignidades que apresen-
tam defeitos genéticos na p53, que sdo fundamentais
para a progressao do céncer e o desenvolvimento da
resisténcia ao tratamento. 0 mais paradoxo no trata-
mento de tumores da LFS é que as terapias citotoxicas
convencionais que induzem ao dano no DNA, atacam
tanto as células cancerosas quanto as células normais, o
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que contribui para a alta incidéncia de tumores secun-
darios nestes pacientes. Devido a este fato, estdo sendo
estudados tratamentos especificos para a LFS, com a
transferéncia do gene p53.%

CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos sobre a p53 ainda causam impacto
nos conhecimentos da biologia molecular do céncer.
0 desafio é transformar os conhecimentos em avancos
na prevencao, deteccdo, prognostico e tratamento da
doenca. Novas descobertas sobre a funcdo e o controle
da p53 continuam surgindo. O entendimento exato da
sindrome de Li-Fraumeni e sua relacdo com as mutacdes
na linhagem germinativa da p53 ainda estdo incomple-
tos. Estudos adicionais sdo necessarios para identificar
o papel dos carcin6genos ambientais entre os membros
das familias, possiveis hereditariedades genéticas, o po-
der de penetrancia do gene mutante, os polimorfismos
da p53, entre outros.
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