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I. INTRODUGAO

1. Cancer de Pele Nao Melanocitico

O cancer de pele ndao melanocitico, incluindo os
carcinomas basocelulares (CBC) e os carcinomas espinocelulares (CSC),
representa a neoplasia maligna mais comum no homem, ocorrendo em
uma frequéncia igual a de todos os outros canceres combinados (Liu &
Pelling 1995; Grossman & Leffell 1997). Existem fortes evidéncias de que
os carcinomas basocelulares (CBCs) surgem de apéndices foliculares,
enquanto os carcinomas espinocelulares (CSCs), as ceratoses solares
(Ce) e outras lesdes relacionadas tém origem primariamente na epiderme
interfolicular (Miller et al, 1993). Os ceratoacantomas, embora
indistinguiveis histologicamente dos carcinomas espinocelulares, tém
regressdo espontanea e ndo ocorrem em regiées sem pélo, mostrando
muita semelhanga morfoldégica com o infundibulo do foliculo piloso de
onde muitos patologistas acreditam que eles derivem (Klein-Szanto,
1989).

Embora muitos fatores ambientais e genéticos contribuam
para o desenvolvimento do cancer de pele, a exposicdo a radiagéo
ultravioleta (UV) da luz solar é considerada o fator etiolégico mais
importante (D’Errico et al,, 1997). A radiagdo UV que atinge a superficie
terrestre € composta principalmente pela luz UV tipo A (UV-A) (320-499
nm) e uma pequena parcela de luz UV-B (290-320nm) (Barker et al.,
1995). A luz UV-C (200-290nm) é completamente filtrada pela camada de
ozonio (Petrocelli et al., 1996). Entretanto, com a deplec&o dessa camada,
que atua como um filtro para os raios UV-B e UV-C, espera-se um
aumento na penetragdo desses raios na atmosfera, resultando em um

aumento na incidéncia de cancer de pele. (Barker et al,, 1995). A UV-B é
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a mais ativa na indugéo dos efeitos genotoxicos e fotocarcinogénicos (Liu
& Pelling, 1995).

O risco de desenvolvimento do cancer de pele nao
melanocitico esta relacionado a dose cumulativa de radiagédo UV e é
diretamente proporcional a dose recebida (Kricker et al.,, 1995a, b). A UV
pode causar mutagdes no DNA porque a absor¢do dos fétons dessa
radiagdo pela molécula produz um estado de excitacdo seguido de
rearranjo de elétrons que leva a formagdo de fotoprodutos. Os
fotoprodutos melhor caracterizados s&o os dimeros de pirimidinas
ciclobutano (DPC), responsaveis pelos efeitos carcinogenéticos da
radiagdo UV e compreendem 85% das lesdes primarias no DNA irradiado
com UV. A formagéo dos dimeros envolve a redistribuigdo dos elétrons
em pirimidinas adjacentes, o que leva a ligagdo dos carbonos nas
posi¢cdes 5 e 6, originando um anel de ciclobutano (Grossman & Leffell,
1997). Esses fotoprodutos sdo removidos por processos de reparo por
excisao do DNA, induzidos pela proteina p53.

Diversos trabalhos tém referido a inativagdo do gene
correspondente, o TP53, em carcinomas e em algumas lesdes pre-
malignas de pele (Basset-Séguin et al.,, 1994, Taguchi et al., 1994) mas

poucos em melanomas (Greenblatt et al,, 1994). Sua incidéncia atinge

valores superiores a 90% entre os carcinomas espinocelulares (Brash et

al, 1991; Moles ef al.,, 1993; Basset-Seguin ef al., 1994; Ziegler et al.,
1994) e 12 a 56% nos carcinomas basocelulares (Rady et al., 1992; Moles
et al., 1993; Ziegler et al., 1993; Kubo et al., 1994; Matsumura et al.,
1996). Nos processos benignos, alguns dados controversos tém sido
observados e amostras maiores sdo necessarias para identificar o papel
das mutagdes do TP53 no desenvolvimento dessas lesdes (Campbell et
al., 1993, Moles et al., 1993; Ziegler et al., 1994). As divergéncias

provavelmente resultam da heterogeneidade das amostras e das
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diferengcas metodologicas entre os experimentos (Basset-Séguin ef al,
1994). De qualquer maneira, os diversos trabalhos concordam que as
mutagdes mais frequentes em sitios de dipirimidinas sdo as transi¢gées C-
T, além do tipo CC-TT, que sado sabidamente especificas da radiagao UV
(Greenblatt ef al., 1994). Esse fato e os achados de que essas alteragbes
no gene TP53 sdo detectadas preferencialmente em tumores de pele de
regides expostas a luz solar, mas sdo raras em tumores de 6rgaos
internos (Dumaz et al.,, 1994, Levine et al., 1994), reforcam novamente o
papel desse carcinégeno na origem de tais mutagdes (Greenblatt et al.,
1994).

O produto do gene supressor de tumor TP53 é um fator
de transcricdo que se expressa apos dano no material genético e induz a
transcricdo de genes que levam ao bloqueio do ciclo celular ou a
apoptose. Desse modo, mutagdes em genes situados acima ou abaixo do
TP53 nessa cascata de eventos também podem contribuir para o

desenvolvimento neoplasico (Koopman et al.,, 1995; Li et al.,, 1995). Um

candidato a esse gene é o p21"AFCPT ym inibidor de quinases

dependentes de ciclinas, que atua no bloqueio transitorio do ciclo celular
em G1 (El-Deiry et al.,, 1993). Sua participagdo no controle do ciclo celular
e seu possivel envolvimento nos processos neoplasicos serdo discutidos
posteriormente.

Outro gene relacionado com a tumorigénese cutanea € o
PTCH. Estudos recentes realizados em carcinomas basocelulares
esporadicos, identificaram 16 diferentes mutagcdes nesse gene, sete delas
resultantes de substituicbes C—T nos sitios de dipirimidina, como
observado no gene TP53. Além disso, todos os tumores que
apresentaram essas mutagdes foram retirados de regides do organismo
expostas a luz solar, indicando o papel da UV na génese desses tumores.

(Gailani et al., 1996). A frequéncia estimada de mutagdes no gene PTCH
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em CBCs esporadicos é de cerca de 12 a 38% (Aszterbaum et al., 1998,
Gailani et al.,1996; Unden et al, 1997. Wolter et al., 1997), ao passo que a
perda de heterozigosidade de marcadores presentes na regido 9q, onde

esse gene se localiza, é superior a 50% (Gailani et al., 1992).

2. Genes Supressores de Tumor e o controle do ciclo celular

O cancer € uma doenga degenerativa decorrente de
alteragbes em genes envolvidos na regulagdo do crescimento e da
diferenciagéo celular que, de acordo com seu mecanismo de agao, podem
ser classificados em oncogenes ou genes supressores de tumor. O
primeiro grupo compreende formas mutantes dominantes ou
codominantes que codificam proteinas relacionadas com a cascata de
sinais estimuladores da divisdo celular. Os genes supressores de tumor,
ao contrario, exercem um controle negativo sobre a proliferacao e seu
papel na tumorigénese depende da inativagdo de ambos os alelos (Lewin,
1998).

Atualmente mais de 20 genes supressores de tumor ja
foram identificados e compreendem reguladores do ciclo celular,
moléculas de adeséao intercelular, moléculas sinalizadoras e moduladores
diretos de proteinas oncogénicas, entre outros (Weinberg, 1995). Dentre
as diferentes classes ja identificadas, aquelas envolvidas no controle do
ciclo celular merecem especial atengdo em virtude de sua fungéo, que é
assegurar a duplicagdo correta do DNA durante a fase de sintese (fase

S), a distribuicdo exata das copias cromossdmicas para as duas células

filhas, durante a fase mitética (fase M) e promover a progressao do ciclo

através dos pontos de transigdo, também conhecidos como pontos de
checagem ou chekpoints (Hartwell & Weinert, 1989; Heichman & Roberts,
1994, Pardee, 1989).
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A regulagdo do ciclo celular em mamiferos é efetuada
pela ativagdo ordenada de um grupo de enzimas cataliticas conhecidas
como quinases dependentes de ciclina (CDK), cuja atividade é regulada,
em parte, por sua associagao a uma subunidade reguladora denominada
ciclina (Sherr, 1993). Sao conhecidas pelo menos cinco CDKs em
mamiferos, CDK2, CDK4, CDK5, CDK6 e CDC2, que sao intimamente
relacionadas no tamanho (30 — 40Kd) e na sequéncia de aminoacidos,
cuja similaridade é superior a 40%. (Kaffman et al.,, 1994; Schneider ef al.,
1994; Lew et al., 1994; Tsai et al., 1994). Cada subunidade da CDK
contém um centro catalitico denominado core, composto de 300
aminoacidos, que é inativo na forma monomérica e ndo fosforilada
(Morgan, 1995). Por exemplo, a estrutura da CDK2 humana é mantida em
um estado inativo por pelo menos duas grandes estruturas, o sitio da
ligagdo ao substrato, que é bloqueado por uma alga denominada loop T, e
o sitio de ligacdo com o ATP, cujas cadeias laterais sdo orientadas de
modo a dificultar a transferéncia de fosfatos (De Bondt ef al., 1993).

As ciclinas (A-E) sdo os reguladores primarios da
atividade das CDKs e foram originalmente identificadas por apresentarem

uma oscilagdo em seus niveis durante o ciclo celular. Atualmente, as

cicinas s&o conhecidas como membros da familia de proteinas

estruturalmente relacionadas que se ligam as CDKs e ativam sua
subunidade catalitica. A homologia entre as ciclinas esta limitada a um
dominio relativamente conservado de cerca de 100 amino&cidos,
denominado box da ciclina, e cada uma delas é responsavel pela ligagao
e ativagao de CDKs especificas (Kobayashi et al.,, 1992; Lees & Harlow,
1993; Morgan, 1995)

A fungdo das ciclinas € inicialmente controlada por
alteragbes nos niveis da propria proteina, que aumentam

caracteristicamente nos estagios especificos do ciclo celular. A sua
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sintese constante durante as fases G1, S, e G2 resulta em um aumento
linear na concentragdo, que decai rapidamente durante a mitose, devido
ao aumento abrupto de sua degradacgao. Essa degradagao provavelmente
envolve uma maquinaria proteolitica dependente da ubiquitina e requer
uma pequena sequéncia motivo, denominada “box de destruicdo”,
proximo a regido amino-terminal da ciclina (Glotzer et al., 1991).

A ligacdo das CDKs as ciclinas ativa parcialmente as
CDKs, que necessitam de um segundo evento para sua completa
ativacao. A fosforilagdo do residuo conservado de treonina, a treonina 161
(Thr 161) na CDC2 ou a treonina 160 (Thr 160) na CDK2 humanas, é o
evento requerido (De Bondt et al,, 1993). A fosforilagdo das CDKs pode
potencializar a sua ligagdo com as ciclinas ou, ao contrario, a sua ligagao
com as ciclinas pode potencializar a sua propria fosforilagdo (Ducommun
et al.,, 1991; Desai et al.,, 1995). Uma vez ativado, o complexo ciclina/CDK
fosforila a proteina supressora de tumor pRB, que € o ponto de ligagéo
entre o relogio do ciclo celular com a maquinaria transcricional. A pRB
fosforilada desencadeia uma série de eventos responsaveis pela
expressao de varios genes que comandam o avango da célula em diregao

a divisao (citado por Weinberg, 1995). Na sua forma hipofosforilada, ao

contrario, bloqueia o ciclo celular ligando-se ao fator de transcricdo E2F e

inibindo sua atividade transcricional sobre genes, cujos produtos sao
requeridos para a entrada da célula na fase S (Chellappan ef al.,, 1991,
Nevins, 1992).

Pelo menos cinco membros da familia E2F ja foram
isolados E2F-1, E2F-2, E2F-3, E2F-4 e E2F-5 (citado por Nevins, 1992),
que se associam as proteinas DP (DP-1, DP-2 e DP-3) formando
heterodimeros (Sardet et al, 1995; Girling et al, 1993). Entre eles,
apenas o E2F-2, e o E2F-3 sdo controlados diretamente pela proteina

pRB, ao passo que o E2F-4 e o E2F-5 s&o regulados por outros membros
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da familia pRb, o p107 e o p130 (Cao et al.,, 1992; Shirodkar et al., 1992).
O E2F-1 por sua vez, pode ser regulado tanto pela pRB como pela p130
(Johnson, 1995). Apods a fosforilagdo dessas proteinas, o E2F é liberado e
ativa a transcrigao de genes como o da ciclina E, cuja expressao é critica
para a passagem G1-S (Geng et al., 1996).

Na fase final de diferenciagdo celular, por outro lado, o

da atividade do complexo ciclina/CDK pela acdo da fosfatase KAP, que
remove o fosfato dos residuos 160/161 de Thr (Hannon & Beach., 1994;
Poon & Hunter, 1998) ou pela agdo da proteina Weel, que fosforila a
treonina 14 (Thr 14) e a tirosina 15 (Tyr 15), localizadas proximas a regido
N-terminal da CDK (Coleman & Dumphy, 1994). Entretanto, a
fosforilagao/desfosforilagdo ndo é o unico meio de regular a atividade
desse complexo (Hitomi et al., 1998). Um grande numero de proteinas
inibidoras de CDK (CKIl) ja foram identificadas e, de acordo com a
homologia de suas sequéncias, foram classificadas em duas familias, KIP
e INK. A familia KIP inclui as proteinas p21WVAF/CIP1  p27kP!  p574P2 que,
além de atuar sobre o fator de crescimento tumoral B (TGF-B), ligam-se as
Thr160/161 da CDK, inibindo a atividade quinase. A familia INK é

5INK4B p16|NK4A p18INK4C gINK4D

ligam-se as CDK4 e CDKB6, impedindo sua associagdo com as ciclinas D

composta pelas proteinas p1 e p1 , que

(citado por Gartel & Tyner, 1999). Outra proteina inibidora do crescimento
que também atua sobre as CDKs é o GADD45 (Smith, 1994)

As proteinas CKls sdo reguladas por diferentes

5INK4B

mecanismos. A expressao da p1 , por exemplo, & potencializada pelo

K4
6|N

TGF-B (Hannon & Beach, 1994), ao passo que a expressao da p1

esta relacionada a senescéncia celular de fibroblastos, queratindcitos e
células uroepiteliais (Alcorta et al., 1996, Loughran et al., 1996; Reznikoff
et al, 1996, Robles e Adami, 1998). O GADD45 pode ser induzido
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transcricionalmente pela p53 apds radiacdo ionizante (Kastan et al., 1992;
Gujuluva et al, 1994), mas também pode se expressar em células
quiescentes normais. E capaz de bloquear o ciclo celular na fase de G1,
inibindo a atuagdo das quinases dependentes de ciclinas por meio de sua

1WAF1.-‘CIP1

interagdo com a p2 (Kearsey et al., 1995). Dentre esses

inibidores de quinases, a p21WAF!/CIP!

€ 0 mais intensamente investigado,
devido ao seu envolvimento no ciclo celular, na diferenciacdo e na
senescéncia celular. Seu gene foi clonado independentemente por varios
grupos de pesquisadores que utilizaram diferentes estratégias de
pesquisa. El-Deiry e colaboradores, em 1993, identificaram-no como um
gene ativado pela proteina p53, denominando-o WAF1 (Wild Type TP53
Activated Fragment 1). Harper e colaboradores, em 1993, denominaram-
no CIP1 (Cyclin-dependent Kinase interactin protein-1), devido a interagéo
de seu produto com a CDK2. Xiong et al. (1993) e Gu et al. (1993), por
sua vez, também identificaram-no como sendo responsavel pela
subunidade reguladora do complexo ciclina/CDK2 em células de
mamiferos, designando-o de p27 e CAP20, respectivamente.
Posteriormente, em 1994, Noda e colaboradores clonaram esse gene,
dando a ele o nome de SDI1 (senescense cell-derived inhibitor 1) porque
seu produto encontrava-se em niveis elevados em fibroblastos
senescentes.

Em células humanas normais, a proteina p21WAF!/CIP1
forma um complexo quaternario com uma ciclina, uma CDK e o antigeno
nuclear de proliferagéo celular (PCNA). A ligagao da p21WVAF"C®! com o
complexo ciclina/CDK ocorre no seu dominio N-terminal (Goubin e
Ducommun, 1995; Chen et al.,, 1995a; Xiong et al.,1992), uma regiao

altamente conservada, que apresenta uma grande similaridade com a

sequéncia das proteinas p27X"' (Polyaki et al, 1994; Toyoshima e
Hunter, 1994) e p57""2 (Lee et al, 1998; Matsuoka et al.,1995). Essa
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ligacdo € suficiente para inibir a fungcdo do complexo ciclina/CDK
responsavel pela transicdo dos principais pontos de restricdo do ciclo
celular (Chen. et al.,1995a; Chen et al., 1996; Sekiguchi & Hunter, 1998;
Zakut & Givol, 1995). A ligacdo com o PCNA, por sua vez, ocorre no
residuo 22 da regido C-terminal da p21WAF"/"P! (Chen et al., 1996; Goubin
& Ducommun, 1995; Gulbis ef al, 1996) acarretando o bloqueio da
duplicagdao do DNA (Chen et al.,1995a; Chen et al., 1996). O PCNA é um
co-fator da DNA polimerase & (Tsurimoto & Stilman, 1990) e €
(Aboussekhra et al,, 1995), que estdo envolvidas nos passos de sintese
de DNA durante o processo de reparo por excisédo de nucleotideos (Stucki

et al., 1998). A regido C-terminal, da p21WAFC"! a0 contrario da regido

N-terminal, ndo apresenta similaridade com a p27X"' e P57¥'"2 e é a Unica

capaz de ligar-se ao PCNA (Luo ef al, 1995). A ligagdo com o PCNA,
além de inibir a sintese de DNA (Waga et al., 1994), é capaz de bloquear
o ciclo celular nos pontos de transicdo de G1/S e G2/M, em células
neoplasicas humanas (Cayrol ef al., 1998). Desse modo, a p21WAFI/CIP1
pode impedir a divisdo atuando sobre o complexo ciclina/CDK ou sobre o
PCNA (Cayrol & Ducommun, 1998; Luo et al., 1995).

A sequéncia do gene p21"*""“P1 foi mapeada em 6p21.2
e consiste de trés exons de 68, 450 e 1600 pares de bases, dos quais
apenas o exon 2 e parte do exon 3 sdo traduzidos, produzindo uma
proteina de 164 aminoacidos. (El-Deiry et al, 1993). Sua regiao
promotora possui varios sitios de ligagdo para diferentes sinalizadores
capazes de provocar o bloqueio do crescimento celular. Pelo menos trés
sitios de ligacdo ja foram identificados e encontram-se localizados a cerca
de 1300, 1700 e 2200pb, respectivamente, anteriores ao primeiro exon da
p21 WAFI/CIP1  Esses sitios encontram-se conservados tanto na sua

sequéncia como na sua posi¢ao. Dois desses sitios contém elementos

que reconhecem a proteina p53 (El-Deiry et al., 1995) e &€ composto por
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quatro pentameros de PuPuPuC(A/T), em tandem (Zhang ef al., 1995). A

1 WAF1/CIP1

regido promotora do p2 possui, ainda, regides especificas

responsaveis pela resposta a fatores de crescimento extra-celulares e a

1 WAF1/CIP1

hormdomios. Pelo menos trés classes de reguladores do p2 ja

foram identificados: a) a classe de proteinas supressoras de tumor p53,

p73 e BRCA1 (El-Deiry et al, 1993; Zeng & El-Deiry, 1996;
Somassundaran et. al, 1997); b) os fatores de crescimento extra-
celulares que atuam em um mecanismo independente da p53, tais como o
fator de necrose tumoral o, o phorbol 12 myristate 13-acetato (PMA), o
fator de crescimento transformante B (TGF-B), o acido retindico, entre
outros (Datto et al, 1995; Jiang et al., 1994; Moustakas & Kardassis
1998); c) os fatores que induzem a diferenciagao celular de muitos tipos
de células, tais como queratinocitos, células do epitélio intestinal e
mondacitos (Steinman et al., 1994; Missero et al., 1995).

A p21 é estimulada pela forma normal, mas nao mutante,
da proteina supressora de tumor p53, durante a resposta a lesdes
provocadas no DNA, resposta essa que resulta na supressdo do
crescimento e na apoptose (El-Deiry et al,, 1993; 1994; Mousses et al.,
1995). A p53 atua como um fator de transcrigdo ligando-se ao DNA de
modo sequéncia-especifico, regulando varios processos bioldgicos, tais
como, o crescimento, o desenvolvimento e a diferenciagdo celular
(Martinez et al, 1998). Além disso, desempenha um papel crucial na
manutencgdo da estabilidade gendémica e da homeostase celular (Barley et
al., 1998), funcionando como o coordenador central da resposta celular
aos danos no DNA (Amundson et al., 1998; Gurley et al., 1998), tais como
aqueles causados por luz ultravioleta (UV), radiagdo ionizante (RI) ou
agentes alquilantes (El-Deiry et al., 1994). Essa resposta manifesta-se
através do bloqueio transitério do ciclo celular em G1, proporcionando um

tempo para que as células reparem esse dano, prevenindo que elas
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iniciem a sintese de DNA ou a mitose na presencga de mutacgao (Facher et
al., 1997; Gallo et al., 1996). A proteina p53 participa diretamente no
processo de reparo por excisdo de nucleotideos (REN), removendo os
produtos do dano no DNA, tais como os dimeros de pirimidina induzidos
pela luz UV (Barley et al.,1998). A incapacidade da célula em manter esse
intervalo pode levar ao acumulo de mutagdes, resultando no desbalango
do controle positivo e negativo da proliferagdo celular e provocando
instabilidade gendomica com consequente transformag&o e progressao
tumoral (Dulic et al., 1994; El-Deiry et al., 1994, Hartwell e Kastan, 1994,
Reed et al., 1998; Sherr, 1996).

Quando as células sofrem inimeras injurias que excedem
um determinado limiar (Winters et al, 1998), a p53 pode disparar o
processo de apoptose ou morte celular programada, eliminando células
potencialmente oncogénicas (Gallo et al., 1996; Pitkénen et al,1998). A
apoptose & um processo de multiplos estagios, iniciada por diferentes
estimulos (Li et al., 1998), incluindo estresse e interrupgéo do ciclo celular
(Dragovich et al., 1998), e € indispensavel para a manutengao da
homeostase de organismos multicelulares (Suzuki ef al., 1998)

A proteina p53 encontra-se, normalmente, em niveis
extremamente baixos devido & sua meia-vida muito curta, cuja duragao
ndo ultrapassa 30 minutos (Artuso et al., 1995; Pitkdnen et al, 1998).
Entretanto, esses niveis podem aumentar drasticamente em resposta a

exposicao a diferentes agentes causadores de danos no DNA (Ohtsubo et

al., 1998). Essa elevagao deve-se ao aumento de sua estabilidade, que é

controlada pela fosforilagdo de sitios nos dominios de ativagao N-terminal
e de oligomerizagdo C-terminal (Barley et al, 1998), levando a um
aumento do periodo de sua meia-vida (Artuso et al., 1995; Fuchs et al,,
1998) de 30 minutos para cerca de uma hora. Concomitantemente a sua

estabilizagdo, ocorre um aumento de sua ligacdo ao DNA e a ativagao da
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transcricdo de genes com as quais possui sitios de ligagdo (Artuso et al.,
1995).

Mutagdes no gene TP53 constituem a alteragdo genética
mais comumente relatada em cancer humano, presente em cerca de 50%
dos tumores (Harris & Hollstein, 1993; Arrowsmith & Morin 1996; Holgren
et al.,1998; Takeuchi et al.,, 1998). Do mesmo modo, s&o frequentes as
mutagées em genes situados acima ou abaixo do TP53 na cascata de
eventos participando do mesmo processo regulador e podem ter efeito

1 WAF1/CIP1 é

oncogénico semelhante (Li et al., 1995). Teoricamente, o p2
um deles, uma vez que alteragbes de suas fungdes podem constituir
mecanismos alternativos para inativagdo da p53 ou contribuir para o
desenvolvimento de tumores que possuam p53 normal (Koopman et al.,
1995). Entretanto, mutagées nesse gene tém sido raramente detectadas
em cancer humano (Bhatia et al.,, 1995; Gao et al., 1995; Watanabe ef al.,
1995; Balbin et al., 1996; Malkowicz et al., 1996; Shi et al., 1996, Furutani
et al, 1997; Lu ef al., 1998). Esses resultados sdo incompativeis com a

idéia de que inativagdo mutacional da p21WAF!/CP!

seja importante no
controle da tumorigénese de diferentes neoplasias (Wan et al., 1996). Por
outro lado, varios autores tém observado variantes polimérficas (Chedid et
al., 1994; Shiohara et al., 1994; Koopmann et al., 1995, Law e Deka,
1995; Li et al., 1995; Mousses et al., 1995; Watanabe et al., 1995; Tenan
et al., 1995; Akama ef al., 1996; Balbin et al., 1996; Milner et al., 1996; Shi
et al., 1996; Shimizu et al., 1996; Sjalander et al., 1996; Terry et al., 1996;
Wan et al.,, 1996; Facher et al., 1997; Lukas et al., 1997; McKenzie et al.,
1997; Panpadreou et al., 1997; Clasen et al., 1998; Hachiya et al., 1999,
Bahl et al.,, 2000; Ralhan et al., 2000; Yair et al., 2000) que, em certos
casos, sao significativamente mais frequentes nas amostras provenientes

de tumores sem mutagdo do 7TP53 que em amostras de pessoas normais

e, surpreendentemente, também de tumores com p53 mutantes (Mousses
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et al.,, 1995). Tais achados sugerem que esses polimorfismos ndo sejam

benignos e que poderiam levar a um risco maior de neoplasias.

3. O Gene PTCH nos Padroes de Sinalizagao Hedgehog e Wingless

Os dados ja publicados sobre genes supressores de
tumor e sobre animais geneticamente modificados sugerem a participagao
desses genes nos processos de diferenciagdo e organogénese. Como
exemplos, podeM ser citado o gene Rb1, cuja inativagdo homozigota leva
a letalidade embrionaria e multiplas alteragdes (Jacks ef al., 1992; Lee et
al, 1992), e o Wt1, cuja deficiéncia resulta em agenesia renal e
malformacgdes cardiacas em camundongos (Kreidberg et al., 1993).

Um gene supressor de tumor caracterizado, que participa
da morfogénese humana, o PTCH (human patched), foi mapeado no
segmento cromossodmico 9q22.3 e é responsavel, quando mutado, pelo
desenvolvimento da sindrome do carcinoma basocelular nevoide
(SCBCN), também conhecida como sindrome do nevus basocelular
(SNBC) ou sindrome de Gorlin (Gailani et al., 1992; Hahn et al., 1996¢c). A
SCBCN é uma doenga autossdmica dominante que predispde tanto ao

cancer como a defeitos de desenvolvimento, tais como malformagoes

esqueléticas, incluindo polidactilia, pectus escavatum, espina bifida e

alteragdes de costelas; anomalias craniofaciais, como palato fendido,
estrabismo e macrocefalia; além de cistos odontogénicos e calcificagao
intracraniana progressiva (Shanley et al, 1994; Gorlin, 1995). Os
portadores também podem apresentar neoplasias, especialmente
carcinomas basocelulares, que sdo detectados em idade mais precoce e
em numero muito maior do que as formas esporadicas desse cancer
decorrentes de exposigédo a luz solar e observadas em pessoas idosas e

de pele clara. Além disso, é referido um risco elevado de
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meduloblastomas, fibromas ovarianos e cardiacos, meningiomas,
fibrossarcomas e rabdomiossarcomas (Shimkests et al., 1996; Kimonis et
al., 1997).

O PTCH é o ortélogo humano do gene pfc (patched) de
Drosophila (Gailani et al., 1992; Hahn et al., 1996a) e esta mutado nao
apenas nos pacientes com SCBCN mas também nas células neoplasicas
de individuos com carcinomas basocelulares (Chindambaram et al., 1996;
Gailani et al., 1996, Johnson et al., 1996; Unden et al., 1996; Wicking et
al.; 1997; Wolter et al., 1997; Aszterbaum et al., 1998), meduloblastomas
e outros tumores esporadicos (Pietsch et al.,, 1997; Raffel et al,, 1997,
Vorechovsky et al., 1997 a, b; Xie et al., 1997; Wolter et al., 1997,
Maesawa et al., 1998; McGarvey ef al., 1998), indicando que esse gene é

um importante supressor de tumor e que seu produto tem atuacdo em

diferentes tecidos (Currie, 1998). E interessante que, nos casos de

SCBCN, mutagbes idénticas em genealogias distintas resultam em
fendtipos muito diferentes, o que deve ser reflexo da influéncia do
background genético nas caracteristicas neoplasicas ou no
desenvolvimento dos afetados (Unden ef al., 1996).

O gene PTCH humano possui 67% de similaridade no
nivel de nucleotideos e 60% no nivel de aminoacidos do seu produto com
o gene ptc de Drosophila (Hahn et al., 1996a). Esse ultimo ja foi bem
caracterizado e € essencial no desenvolvimento embrionario e na
definicdo dos limites entre os segmentos do embrido da mosca (Nusslein-
Volhard & Wieschaus, 1980; Hooper & Scott, 1989; Nakano ef al., 1989).
Muitos mutantes produzem um fendtipo letal com duplicagéo e delegdo de
partes dos segmentos ou crescimento excessivo do compartimento
anterior da asa e perda de estruturas costais (Phillips et al.,1990). O gene

codifica uma glicoproteina transmembranica (Ptc) que constitui o principal
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componente do padréao de sinalizagdo Hedgehog (Perrimon, 1994; Chen
& Struhl, 1996).

O padrao Hedgehog (Hh) constitui uma cascata de sinais
que se inicia na membrana citoplasmatica e chega até o nucleo, onde
ativa a transcricdo de varios genes. Foi originalmente descrito em
Drosophila e os seus sinais estdo envolvidos no disparo de uma
variedade de processos, incluindo segmentacdo do embrido e
estabelecimento de polaridade antero-posterior, além de modelagem do
sistema nervoso, patas, asas e olhos (Basler & Struhl, 1994; Tabata &
Kornberg, 1994; Jiang & Struhl, 1995; Bhat, 1996; Dominguez & Hafen,
1997; Keys et al., 1999). Esse padrao de sinalizagdo € também crucial
durante o desenvolvimento de vertebrados, induzindo a polarizagado
dorso-ventral do tubo nervoso e determinando o destino dos neurdnios
motores e o eixo antero-posterior dos membros (citado por Weed et al.,
1997, citado por Goodrich & Scott, 1998).

Diferentemente de vertebrados, que possuem multiplos
membros da familia Hh, as moscas possuem apenas um gene Hh, que foi
identificado por meio da andlise de mutagbes responsaveis pela
desorganizagcdo da modelagem e da polaridade dos segmentos larvais
como citadas acima. Como as larvas mutantes homozigotas exibem uma
cuticula recoberta por espinhos ou denticulos, o gene correspondente
recebeu o nome de hedgehog (ourigo em inglés), embora o mesmo
fenotipo seja desencadeado por mutagées em outros membros do padréao
de sinalizagao (Ingham, 1998).

Como ilustrado na Figura 1, o produto Hedgehog (Hh) na

Drosophila € uma molécula secretada e seu receptor na membrana

citoplasmatica é a proteina Ptc, que tem 12 dominios transmembranicos e
duas grandes algas extracelulares (Hooper & Scott, 1989; Nakano ef al.,
1989; Goodrich et al., 1996; Hahn et al., 1996b). Quando o Hh esta
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Figura 1. Modelo do padrio de sinalizagdo Hedgehog. Para ativar seus genes alvos,
tais como o wg, dpp e o ptc, a proteina Hh liga-se ao complexo ptc/Smo liberando
a Smo, que por sua vez desencadeia uma cascata de sinais cujo resultado € a
ativagdo dos genes wg, dpp e ptc. A sintese de nova proteina Ptc suprime a
atividade de Smo e desliga o processo num mecanismo de feedback (Adaptado de
Alcedo e Nowell 1997). — ativagdo; L inativagdo.
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ausente, a Ptc forma um complexo inativo com o produto do gene
smoothened (Smo), uma outra proteina de membrana com similaridade a
proteinas receptoras Frizzled (fz) (Vinson et al.,1989). Por outro lado,
quando presente, o Hh liga-se a Ptc e a proteina Smo € liberada,
desencadeando uma cascata de sinais que incluem a ativagao de
proteinas G e a inativagdo de adenilato ciclase, além de uma série de
outros eventos ndo completamente esclarecidos. Entre eles estéo a
redugdo da fungdo da quinase dependente de AMP ciclico (PKA) e,
provavelmente, a ativagdo da quinase Fused (Fu). Nessa sequéncia, o
fator de transcricdo denominado Ci é ativado, levando a transcricao de
varios genes relacionados com a morfogénese, incluindo o Wingless/Wg
(homologo Wt em vertebrados) e o decapentaplegic/Dpp (um membro da
familia do fator de crescimento tumoral TGF-3), bem como o proprio Pfc
(Alcedo et al., 1996; Alcedo & Noll, 1997; Basler & Struhl, 1994; Capdevila
et al., 1994; Chen & Struhl, 1998; Hepker et al.,, 1997; Ingham et al., 1991,
Ingham & Hidalgo, 1993; Stone et al., 1996, Tabata & Kornberg, 1994;
von Ohlen et al, 1997). Todos sdo importantes na modelagem e na
determinagdo do destino celular em muitas estruturas durante o
desenvolvimento da Drosophila e fazem parte do padrédo Hedgehog
(Goodrich. et al., 1996; Hahn et al., 1996b; Marigo et al., 1996).

Como resultado da cascata de sinais e,
consequentemente, da sintese de novas proteinas Ptc, a Smo, que havia
sido liberada no inicio do processo, € novamente sequestrada pelas Ptcs,
desligando o circuito num mecanismo de feedback. Recentemente, um
outro componente desse sistema de sinalizagdo foi identificado em
vertebrados, o Hip (Hedgehog-interacting protein), uma glicoproteina de

membrana que se liga as proteinas Hedgehog. Quando em niveis

elevados, parece competir com Ptc pelo Hh e atuar, portanto, como um

transdutor negativo (Chuang & McMahon, 1999).
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Outro membro do padrdo Hedgehog inclui o fator de
transcricdo Ci, da familia zinc finger Gli, codificado pelo gene cubitus
interruptus (ci) (Kinzler & Vogelstein, 1990; Orenic et al., 1990). Sua
expressédo € inibida pelo produto do gene  Engrailed (en), em
determinados compartimentos do embrido (Schwartz et al.,, 1995), pelos
produtos dos genes Suppressor of fused [Su (fu)] e costal-2 (cos-2) que,
por sua vez, parecem ser regulados positivamente por PKA e
negativamente por Fu (Forbes et al, 1993; Preat et al., 1993). Estas
interligagdes tornam o processo muito complexo mas permitem que
ocorra controle em varias etapas da cascata de sinais, como foi
esquematizado na Figura 1.

Como referido anteriormente, os genes alvos do padréo
Hedgehog incluem, além do ptc, o Wg e o Dpp. O gene Wg (Wingless),
um membro da familia a qual pertencem os genes Wnt dos vertebrados,
foi, do mesmo modo que o Hh, identificado em Drosophila, onde participa
de fungbes importantes, que incluem o estabelecimento do destino das
células durante a definicdo do padrdo dorso-ventral e a formagdo dos
membros. Embora as proteinas Wg e Hh sejam produzidas por células
diferentes e seus sinais transmitidos por processos distintos, elas estédo
intimamente relacionadas no ectoderma embrionario. As células que
expressam Wg e Hh s&o adjacentes e a transcrigdo de uma delas ocorre
apos o sinal desencadeado pela outra, num padrdo paracrino (Hh«&Wg) e
autécrino (Wg <©Wg) (Orsulic & Peifer, 1996). O receptor de Wg é, do
mesmo modo que a Smo, uma proteina transmembranica da classe
serpentina, chamada Frizzled (Vinson et al., 1989) e a transducéo do sinal
recebido por esse receptor é feita por componentes como Dishevelled
(Dsh), Zw3, Armadillo, juntamente com o fator de transcricido da familia

TCF/LEF. Nos vertebrados, outros transdutores sdo conhecidos, como o

APC (adenomatous polyposis coli), o GSK-3 (glicogen syntase kinase 3B),
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a B-catenina e a CBP (CREB binding protein). Entretanto, esse quadro
esta incompleto (Figura 2) e outras proteinas do padrdo Wg/Wnt devem
estar envolvidas na transmissdo de sinais necessarios para a
diferenciagao e também para o controle da proliferagao celular (citado por
Orsulic & Peifer, 1996; Nusse, 1999).

Outro alvo citado da cascata Hedghogh € o produto do
gene Decapentaplegic (Dpp), um membro da superfamilia TGF-B, que
inclui as proteinas BMPs (bone-morphogenetic-proteins), essas ultimas
com papéis fundamentais no desenvolvimento de membros e visceras.
Sabe-se que o TGF-} pode agir como um regulador negativo do
crescimento celular em muitos tecidos (Serra & Moses, 1996) e o sinal
desencadeado por ele é transduzido por proteinas como a DCP4 e regula
a fosforilagdo da pRB (Hannon & Beach, 1994). Assim o padrao Dpp/TGF-
B/BMP, do mesmo modo que o Wg/Wnt, converge para o nucleo e regula
a divisdo e a diferenciagao (Figura 2).

A conservagao do padrao Hedgehog na escala zoolodgica
é evidente. Os vertebrados, por exemplo, possuem dois homélogos com
afinidade semelhante ao ligante hedgehog, o PTCH e o PTCH2
(Carpenter et al, 1998, Motoyama et al., 1998a) e, ao contrario da
Drosophila que sO apresenta um gene ci, exibem pelo menos trés
membros da familia Gli (Hui et al., 1994).

Varios homdlogos do Hh, como o Sonic hedgehog (Shh), o
Indiana hedgehog (lhh) e o Desert hedgehog (Dhh), também foram
isolados em diferentes espécies de vertebrados, cada um deles diferindo
em seu padrdo de expressdao, bem como em seus eventos indutores
(citado por Currie, 1998). Enquanto os transcritos Shh, Dhh e Ihh s&o

identificados em tecidos periféricos, o Shh é visto também no cérebro nos

testiculos, onde é essencial na formagado dessas estruturas (Bitgood &
McMahon, 1995; Bitgood et al, 1996; Vortkamp et al, 1996). O Shh
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Figura 2. Padrédo de sinalizacdo Wnt e sua ligacdo com o padrdo Shh

(Adaptado de Dean, 1998). A ativagcéo do Gli leva a ativagédo do
Wnt, causando liberagdo da f-catenina do complexo
APC/GSKS3 e a ativacao de Dpp, que libera a cascata de sinais
do TGF-$ e do DPC4. A B-catenina atua, provavelmente, como
um fator mitogénico ativando o complexo ciclina E/CDK2 e o
pRB. O TGF-p inibe a divisao celular por meio da repressao da
fosforilagdo da pRB (Adaptado de Dean, 1998). Genes
supressores de tumor em vermelho e oncogenes em verde. —»

ativacao; | inativacao.
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nos testiculos, onde é essencial na formagao dessas estruturas (Bitgood
& McMahon, 1995; Bitgood et al., 1996; Vortkamp et al, 1996). O Shh
desempenha um papel chave na determinagdo do eixo dorso-ventral dos
somitos (Borycki et al.,, 1998), no desenvolvimento do sistema nervoso
central (Echelard et al.,1993; Wechsler-Reya & Scott, 1999) e do assoalho
do tubo neural (Roelink et al., 1995; Ericson et al., 1997), atuando sobre
neurdnios motores (Roelink et al, 1995; Marti et al.,1995), neurdnios de
por¢cbes medianas (Hynes et al, 1995) e da por¢do anterior do cérebro
(Ericson et al.,, 1995), além de participar do desenvolvimento da retina
(Jensen & Wallace , 1997), da epiderme (Laforest et al, 1998), da
mesoderme intestinal (Apelqvist et a, 1997) e da morfogénese dos
pulmdes, juntamente com os membros da familia Gli (Litingtung et al.,
1998, Motoyama et al.,, 1998b; Pepicelli et al, 1998). O Shh também
funciona como um mediador da zona de atividade polarizadora (ZAP)
durante a formagao dos botées dos membros, especificando a polaridade
antero-posterior (Riddle et al., 1993; Laufer et al., 1994).

O Shh, assim como o Hh, tem a capacidade de atuar
como fator de sinalizacdo, modulando o destino das células a curta e a
longa distancia (Johnson & Tabin, 1995). Por exemplo, durante o
estabelecimento da polaridade de segmentos no inicio da embriogénese
de Drosophila, o Hh tem efeito a curta e a longa distancia: por meio da
expressao do wg nas células anteriores adjacentes (Lee et al., 1994) ou
por sinais secundarios que induzem efeitos em locais distantes, durante a
modelagem dos discos imaginais (Basler & Struhl, 1994; Tabata &
Kornberg, 1994). Nos vertebrados, o Shh induz a formag&do do assoalho
do tubo neural de modo dependente de contato (Marti et al., 1995),

enquanto em outros casos, como na indugdo do esclerétomo, atua a

longa distancia (Fan et al, 1995). Entretanto, esses tipos de atuagao

provavelmente nao refletem diferengas fundamentais nos mecanismos de
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sinalizagdo dependente ou independente do contato mas, simplesmente,
representam uma diferenca na resposta provocada pela alta ou pela baixa
concentragao dos sinais do Hh (Roelink et al., 1995).

Em camundongos, a perda completa da atividade Shh
resulta na perda do desenvolvimento ventral do sistema nervoso central.
Quando ocorre na regiao anterior do cérebro, da origem a um fendétipo
aberrante chamado holoprosencefalia, com frequente ciclopia e varias
outras anomalias faciais. Na espécie humana, mutagdes em ponto do Shh
também s&o responsaveis por alguns casos de holoprosencefalia (Belloni
et al., 1996; Roessler et al,, 1996). O porqué da participagao desse gene
em uma anomalia grave provavelmente reside no fato da molécula de Shh
sofrer autoprotedlise pos-sintese, que resulta na produgdo de duas sub-
unidades, a N- e a C-terminal, permanecendo a primeira fortemente ligada
a superficie celular e associada ao colesterol, enquanto a outra é difusivel
(Lee et al.,,1994; Porter et al.,1996; Beachy et al., 1997). Alteracdes na
ligacao do peptideo N ao colesterol devem resultar na holoprosencefalia,

uma vez que certas drogas ou doengas hereditarias que afetam a

biossintese do colesterol também podem levar ao mesmo fendtipo
(Strauss, 1998).
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4. Padroes de Sinalizagdgo Hedgehog e Wingless e

Desenvolvimento Neoplasico

Muitos genes envolvidos nos processos do

desenvolvimento embrionario continuam a desempenhar importantes

papéis na proliferagéo e na diferenciagéo celular apés a embriogénese e

ha fortes evidéncias de que mutagées em alguns desses genes podem
levar a carcinogénese (Gailani & Bale, 1997). O primeiro gene a ser ligado
a esse processo foi o do fator de transcrigdo Gli1, um dos homologos
humanos de c¢i, que encontra-se amplificado em glioblastomas e em
diversos tipos de neoplasias, incluindo carcinomas basocelulares (Roberts
et al., 1989; Dahmane et al., 1997; Kinzler et al.,1987). Em Drosophila, o
aumento nos niveis de ci leva diretamente a elevagdo dos niveis dos
transcritos de seus genes alvo, como por exemplo, dos genes Wg e Dpp
(Citado por Currie, 1998).

Outros genes dos padrées Hh e Wg implicados na
inducdo de neoplasias estao apresentados na Tabela 1. Por exemplo, o
gene PTCH, além do papel na tumorigénese de CBC esporadicos e
familiais, como descrito anteriormente (Chindambaram et al.,1996; Gailani
et al., 1996; Johnson ef al., 1996; Unden et al., 1996; Wicking et al.; 1997,
Wolter et al.,, 1997; Aszterbaum et al., 1998), encontra-se mutado em
células neoplasicas de alguns pacientes com meduloblastomas e com
outros tumores esporadicos (Pietsch et al., 1997; Raffel et al, 1 997;
Vorechovsky et al., 1997a, b; Xie et al, 1997; Wolter et al., 1997;
Maesawa et al., 1998; McGarvey et al,, 1998). Em Drosophila, mutagdes
nesse gene levam a desrepressao de genes alvo e a proliferacéo celular
excessiva em alguns tecidos (Ingham, 1994). Camundongos
heterozigotos ptc+/- sdo maiores que o0s normais e alguns deles

desenvolvem meduloblastomas de forma similar aos pacientes




TABELA 1. Genes do padrio Hedgehog (HH) e Wingless (Wg) de vertebrados e seus
homologos em Drosophila, fungdo de seus produtos e relagdio com doengas humanas
(Adaptado de Currie, 1998).

Gene

Func¢do da Proteina Doen¢a Humana

Vertebrado Drosophila

Shh hh Ligante Holoprosencefalia, Carcinomas
PTCH Ptc Receptor transmembranico Sindrome de Gorlin

Gli Ci Ligante Glioblastoma

TGF-B dpp Ligante Defeitos de membros e visceras
Wnt Wg Ligante Tumor de mama

DPC4 Mad Modulador de TGF-B Cancer pancreatico
B-Catenina  Armadillo Adesdo celular Cancer

APC N Associado a B-Catenina Cancer de colon
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heterozigotos com a Sindrome de Gorlin (Goodrich et al, 1997). E
possivel entdo que o PTCH realmente atue como um supressor de tumor.
As formas mutantes de Ptc n&do devem ser capazes de ligar-se a proteina
Smo na membrana e, portanto, de bloquear a cascata de sinalizagao
iniciada pelo ligante (Stone et al.,1996).

O homdlogo PTCH2 ¢ preferencialmente expresso na
pele (Motoyama et al., 1998c) e nos testiculos, onde parece mediar a

acdo de Dhh, que é requerida para o desenvolvimento da célula

germinativa. E interessante que mais de 30% dos tumores testiculares

apresentam deficiéncia da regido 1p32-36, onde o PTCH2 foi mapeado
(Summersgill et al., 1998). Esses dados levantam a possibilidade de que
esse gene, como o PTCH em CBC e meduloblastoma, seja um supressor
de tumor em células nas quais regula a atividade de Dhh (Carpenter et al,,
1998). Mutagdées no Shh também ja foram detectadas em CBCs de
camundongos, em meduloblastomas e em carcinomas de mama na
espécie humana, o que reforca seu papel na indugdo de neoplasias
(Belloni et a.l, 1996, Oro et al.,1997). A ativagdo desse gene pode
mimetizar a perda da fungdo do PTCH. Realmente, camundongos
transgénicos expressando altos niveis de Shh na pele desenvolvem
muitas caracteristicas da Sindrome de Gorlin (Oro ef al.,1997).

Assim, o modelo de Knudson da predisposi¢do genética
ao cancer, com inativagcdo de um gene na linhagem germinativa e,
posteriormente, uma mutacdo somatica no tecido alvo, explica bem o
desenvolvimento dos tumores de pele na Sindrome de Gorlin. A
observagdo de mutagdes no PTCH em carcinomas basocelulares
esporadicos fornece a evidéncia de seu papel como gene supressor de
tumor. Entretanto, as demais anomalias fenotipicas observadas na

sindrome sao mais dificilmente explicadas e podem refletir apenas efeitos
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de dosagem génica durante o desenvolvimento e ndo perdas somaticas
do segundo alelo (Currie, 1998).

No caso dos genes Wnt2 e Wnt3, sua ativagdo tem sido
correlacionada a formagdo de tumores de glandula mamaria em
camundongo (Nusse & Varmus, 1992). Dado que esses tumores sao de
origem epitelial, & provavel que os genes Whnt, juntamente com o PTCH,
atuem no controle da divisdo das células tronco do epitélio. O
envolvimento de Wnt2 e 3 nesse processo sugere que outros homdlogos
Wg de Drosophila participem da regulagdo da proliferagdo em diferentes
orgéos (Parisi & Lin, 1998). Realmente, o padrao Wnt também tem sido
implicado na tumorigénese de célon. Foi observado que o oncogene MYC
esta entre aqueles ativados em carcinomas desse 6rgéo (He et al., 1998),
talvez como resultado da deficiéncia de TCF, um componente do padréo
Wnt. Entretanto, o camundongo transgénico, homozigoto nulo para Tcf4,
manifesta deplegcado de células tronco e ndo tumores de cdélon, indicando
uma relagdo mais complexa do que a esperada (Korinek et al.,1998).

Um outro membro do padrédo Wnt & a B-catenina, que
forma um complexo com a molécula E-caderina, participando da
manuteng¢do da adesao das células epiteliais (Ozawa et al., 1990; Kintner,
1992). A B-catenina tem sua regulagao controlada pela proteina APC, cujo
gene (APC- adenomatous polyposis coli) € um supressor de tumor
relacionado com a progressao do cancer colorretal (Figura 2). As formas
mutantes APC tém afinidade reduzida pela B-catenina, o que pode
resultar na perda de contato ou de comunicag&o intercelular e contribuir
para a tumorigénese (Rubinfeld et al., 1993).

A CBP, que é um outro membro do padrao Wnt, tem sido

implicada na acetilagdo de histonas e na reconfiguragdo da cromatina no

sitio de iniciagdo da transcricdo e esta entre as proteinas associadas a

receptores de esterdides (Chen et al, 1997). Dessa forma, sua
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contribuicdo para o processo neoplasico € ampla, considerando seu papel
como co-ativador de fatores de transcrigao.

Em relagao as proteinas Dpp, deve ser referido que o
TGF-B, ao qual estdo relacionadas, desencadeia sinais negativos para
proliferagdo em muitos tecidos, como ja referido acima (Serra & Moses,
1996; Hannon & Beach, 1994). O receptor Dpp € um complexo dimérico
que transduz esses sinais via produto do gene mad (Peifer, 1996). O
DPC4, que é um gene relacionado ao mad, esta frequentemente deletado
em tumores pancreaticos. Na auséncia de DPC4, o sinal negativo nédo é
transmitido para inibidores de quinases do ciclo celular (Figura 2), com

consequente aumento de atividade dessas enzimas, fosforilagdo da

proteina pRB e liberacao de fatores de transcrigao (Hahn et al., 1996c¢).

Assim, fica evidente que os padrées Wnt e Shh
convergem para o nucleo por diferentes rotas e participam do controle de
divisdo e diferenciagado celular como foi ilustrado na Figura 2. Na verdade,
muitos de seus membros sdo supressores de tumor ou oncogenes ou sao
candidatos a essas fungdes. Se tais padrées forem comuns a muitos
tecidos, um grande numero de alvos para quimioterapia em cancer esta
disponivel e podera, no futuro, ter ampla aplicagdo (Dean, 1998). Além
disso, uma forte conexdo entre os processos de organogénese e
carcinogénese fica demonstrada e confirma a elevada conservagio de

padrées de sinalizagido na escala zooldgica.
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Il. OBJETIVOS

Considerando que as alteragdes na expressao ou fungéo do
JWAF1/GIP1

gene p2 podem levar a um controle anormal da proliferagao celular
e predispor ao cancer e que mutagées no gene PTCH podem levar ao
desenvolvimento de carcinomas basocelulares hereditarios e esporadicos, foi
proposto o presente trabalho que teve como objetivos:

1. Investigar a ocorréncia de mutagdes e/ou polimorfismos

na regido codificadora (exons 2 e 3) e promotora do

gene p21VAFCIPT em amostras de pele normal, foliculo

poloso, tumores benignos e malignos de pele, pela
técnica de PCR-SSCP e sequenciamento de DNA;

Investigar a ocorréncia de mutagdes nos exons 3, 8 e 16
do gene PTCH, em amostras frescas e arquivadas de
carcinomas basocelulares esporadicos, pela técnica de

PCR-SSCP e sequenciamento de DNA.
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lll. MATERIAL E METODOS

1. Caracterizagao das amostras

No presente trabalho, foram analisados os exons2e 3 e a

regido promotora do gene p21VAF/CP1

e os exons 3, 8 e 16 do gene PTCH
em 42 amostras de pele normal exposta e ndo exposta a luz solar, em 17
amostras de foliculos pilosos, em 71 tumores de pele e em 20 amostras
de sangue, num total de 150 amostras de 119 individuos, obtidas no
periodo de margo de 1996 a junho de 1997.

O presente trabalho foi analisado e aprovado pela

Comisséo de Etica Médica do Hospital de Base da Faculdade de Medicina

de Sao José do Rio Preto (FAMERP).
As amostras foram coletadas apo6s informagdo ao

paciente e assinatura do termo de consentimento.

Amostras de pele normal (PN)

As amostras de pele normal de regides do organismo
expostas (21 casos) e ndo expostas (21 casos) a luz foram provenientes
de 40 individuos saudaveis, submetidos a cirurgia plastica de palpebra e
mama em hospitais e clinicas particulares de Sao José do Rio Preto.
Desse total, 14 foram processadas imediatamente apos a exérese e 28
foram processadas apds congelamento a -70°C por periodos que
variaram de cinco a 18 meses.

Os dados relativos a caracterizacdo das amostras quanto
a sexo, idade, profissdo e local da bidpsia dos pacientes estdo resumidos

na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracterizagdo de 57 individuos controles quanto a sexo (F: feminino, M:masculino),
idade (em anos), profissdo e local de retirada da amostra (PN= pele normal, FP= foliculo
piloso; SN= sangue de individuo normal).

Amostra

[ndividuo FP

Sangue

Sexo

Idade

Profissiio

Local da Amostra

PN-1
PN-2
PN-3
PN-4
PN-5
PN-6
PN-7
PN-8
PN-9
PN-10
PN-11
PN-12
PN-13
PN-14
PN-15A
PN-15B
PN-16
PN-17
PN-18
PN-19
PN-20A
PN-20B
PN-21
PN-22
PN-23
PN-24
PN-25
PN-26
PN-27
PN-28
PN-29
PN-30
PN-31
PN-32
PN-33
PN-34
PN-35
PN-36
PN-37
PN-38
PN-39
PN-40
FP-41
FP-42
FP-43
FP-44
FP-45
FP-46
FP-47
Fp-48
FP-49
FP-50
FP-51
FP-52
FP-53
FP-54
FP-55*
FP- 56*
FP-57*

friratwiatei=gl - R R

SN-1
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36
29
23
19
42
47
28
45
44
36
57

Secretdria
Secretaria
Arquitcta
Estudante
Advogada
Do lar
Comerciiria
Professora
Fiscal de renda

Operadora de computador

Professora
Professora
Comerciante
Supervisora escolar
Meédico

Professora
Estudante
Professora
Banciria
Dirctora escolar

Jomalista
Professora
Assistente Social
Do lar
Jomalista
Do lar
Agropecuarista
Do lar
Comerciante
Professora
Comerciante
Estudante

Agropecuarista
Tradutora intérprete

Investigadora de policia

Empresiria
Psicologa
Do lar
Diretora escolar
Do lar
Empresirio
Do lar
Do lar
Do lar
Do lar
Do lar
Do lar
NR
NR
Do lar
Do lar
Ex-mecinico
Freira
Cozinheira
Vigia notumo
Estudante
Do lar

Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Palpebra inferior
Palpebra inferior
Pélpebra inferior
Palpebra inferior
Mama
Mama
Pré-auricular
Auricular
Mama
Mama
Pélpebra inferior
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Mama
Auricular
Palpebra inferior
Pré-auricular
Auricular
Mama
Mama
Palpebra inferior
Palpebra inferior
Mama
Pélpebra inferior
Pilpebra inferior
Pélpebra inferior
Palpebra inferior
Pélpebra inferior
Palpebra inferior
Pélpebra inferior
Palpebra inferior
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancetha
Sobrancelha
Sobrancelha
Sobrancelha

2=59

Z=11

*= Pacientes albinos
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Amostras de foliculo piloso (FP)

Em virtude da dificuldade na obteng¢do de pele normal de
individuos com idades superiores a 60 anos, foram também utilizadas
amostras de foliculo piloso, que é formado por células originadas da
camada basal da epiderme.

No total, foram processadas 17 amostras de foliculo
piloso provenientes de regides expostas do organismo (sobrancelha) de
14 individuos saudaveis, que compreenderam voluntarios ou internos do
Lar S&o Vicente de Paulo de S&o José do Rio Preto e de trés pacientes
albinos.

Os dados relativos a caracterizagdo das amostras quanto

a sexo, idade, profiss&o e local da bidpsia estdo resumidos na Tabela 2.

Amostras arquivadas de lestes de pele (TA)

As 50 amostras estudadas de lesbes cutaneas
emblocadas em parafina foram cedidas pelo Laboratério de Patologia do
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP). Tais amostras compreenderam cinco ceratoses solares (CE),
15 carcinomas espinocelulares (CSC), 28 carcinomas basocelulares
(CBC), um corno cutaneo e uma epiderme atroéfica.

Os dados relativos a tipos de tumores, sexo, idade,

profissdo, exposi¢cado ocupacional, ocorréncia isolada ou multipla e regiéo

afetada dos pacientes estéo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizagdo de 62 individuos portadores de tumores de pele (TA= amostras arquivadas
de tumores, TF= amostras frescas de tumor) quanto a sexo (M= masculino; F= feminino), idade
(em anos), profissdo, exposi¢do ocupacional a radiagio solar, ocorréncia isolada (I) ou multipla
(Mt) dos tumores e regido afetada (MMS= membros superiores; MMI= membros inferiores;
NR= ndo referido). Ce= ceratose solar, CSC= carcinoma espinocelular, CBC= carcinoma
basocelular; EA= epiderme atrofica; CC= como cutaneo; TIF= tumor do infundibulo folicular;
ST= sangue de individuo com tumor.

Individuo — M;‘l;'“"::ng“ Tumor  Sexo  Idade Profissio 0':::‘::1:“8' Ocorréncia ::,:f:fl':
TA-58 CBC M NR NR Face
TA-59 cBC F Do lar - Face
TA-60 cBC M NR NR Pescogo
TA-61 CBC M Lavrador + Face
TA-62 CBC M NR Face
TA-63 cBC M NR Face
TA-64A CBC F - Face
TA-64B CBC F E Face
TA-65 CBC F NR Face
TA-66 CBC F - Face
TA-67 cBC F NR Face
TA-68 CBC Face
TA-69 cBC Face
TA-70 cBC Pescogo
TA-71 CBC F k Do lar Face
TA-72 CBC / NR Pescogo
TA-T3 CBC NR Face
TA-74A CBC Do lar Face
TA-74B EA Face
TA-74C CcC MMS
TA-75 CBC 3 NR Face
TA-76 CcBC F NR Face
TA-77 CBC 2 Lavradora - MMI
TA-78 CBC F NR Face
TA-79 CBC NR / Face
TA-BO CBC NR Face
TA-81 CBC ? NR Face
TA-82 CBC Agricultor / Face
TA-83 Ce 3 A Do lar . Face
TA-84 Ce 3 NR MMS
TA-85A Ce [ Do lar MMS
TA-85B cBe

TA-86 Ce [ NR NR
TA-87 Ce NR

TA-88A CSC F Do lar

TA-88B CscC

TA-89 CSsC NR

TA-90A d Do lar

TA-90B

TA-90C

TA-91 [ Doméstica

TA-92 Lavrador

TA-93 Miilitar

TA-94 3 Doméstica

TA-95 NR

TA-96A / Lavrador
TA-96B

TA-96C

TA-97 - 62 Do lar

TA-98 SC i 76 Do lar

TF-99 73 Ex-lavrador
TF-100 CBC  F 55 lavadeia

£E~—S558E~8EE~EE~-%8¢%

E—~5EE%

lgz8%
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Tabela 3. Continuagido

Individ Amostra T 5 Se Idad Prori Exposicio o Sl Regifio
naividuo TNTF Sangue umor X0 ade roissao ()rupadonal correncia arehl‘l.!

101 TF-101 CBC M 64 Ex-lavrador 1 Mt Face
102 TF-102  ST-102 CBC F 41 Ex-lavradora + Face
103 TF-103 CBC M 52 Ex-lavrador } Face
104 TF-104 cBc M 73 Carroceiro | Face
105 TF-105 CBC F 60 Ex-lavradora + Face
106 TF-106 CBC F 61 Ex-telefonista Pescogo
107 TF-107  ST-107 cBC M 74 Ex-lavrador Brago
108 TF-108 cBc F 65 Ex-lavradora Brago
109 TF-109  ST-109 CBC F 51 Lavradora Estemo
110 TF-110 CBC M 75 Ex-lavrador Pré-auricular
111 TF-111  ST-111 CBC M 60 Pedreiro ; Face
112 TF-112  ST-112 CBC F 74 Do Lar Estemo
113 TF-113  ST-113 CBC M 76 Lavrador Face
114 TF-114 ST-114 CBC F 53 Do Lar Estemo
115 TF-115  ST-115 CBC M 80 Ex-viajante Face
116 TF-1116 ST-116 CSsC M 72 Ex-mecinico Pescogo
117 TF-117 CSC M 69 Caminhoneiro Dorsal
118 TF-118 CsC F 59 Ex-lavadeira Face
119 TF-119 TIF 40 Caminhoneiro Face

s-62 ¥ - X- 63,0
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Amostras frescas de tumores de pele (TF)

Além dos casos arquivados, foram processadas 21
amostras frescas de tumores, obtidas apds bidpsia ex-vivo por punch de
3-65mm. Os espécimens foram cedidos pelo Servigo de Dermatologia da
FAMERP e por clinicas particulares de cirurgia plastica de Sdo José do
Rio Preto e diagnosticados clinicamente ou histopatologicamente como
sendo 17 carcinomas basocelulares, trés carcinomas espinocelulares e
um tumor do infundibulo folicular.

Os dados relativos aos tipos de tumores, sexo, idade,
profiss&o, exposigdo ocupacional, ocorréncia isolada ou multipla e regiao

afetada dos pacientes, estdo apresentados na Tabela 3.

Amostras de sangue

Foram também processadas 20 amostras de sangue
provenientes de nove pacientes (ST) e 11 controles (SN) que
apresentaram suspeita de variantes polimérficas do gene p21WAF/CIPT
Os dados relativos a individuos doadores de amostras de

sangue estao apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Dentre as 150 amostras analisadas no presente trabalho, 32

foram também avaliadas por outros pesquisadores para mutagdes no

gene RAS, 72 para o gene TP53 e 42 para expresséo da proteina p53.
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2. Extragdo de DNA

Tecido fresco (pele normal e amostras frescas de tumores)

A extragdo de DNA a partir de tecido fresco foi
desenvolvida segundo técnica descrita por Banerjee ef al. (1995) com
modificagdes, descrita a seguir.

O material, com cerca de 1 a 2 mm de diametro, foi
cortado com auxilio de tesoura e pinga em placa de Petri descartavel e
transferido para tubo de microcentrifuga estéril de 1,5mL, contendo 400uL
de tamp&o de digestao (tris-HCI 50mM pH 8,5, EDTA 1mM, Tween 20
0,5%) e proteinase K (concentragdo final 200ug/mL). O material foi
cuidadosamente ressuspendido e mantido em banho-maria a 42°-45°C
overnigth ou a 55°C por 3 horas, para digestdo protéica. Apds esse
periodo, o material foi centrifugado a 6.000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante, contendo o DNA, foi transferido para outro tubo de
centrifuga estéril e aquecido a 95°C por 10 minutos para desnaturacgdo da
proteinase K e proteinas contaminantes. O DNA obtido foi estocado a -
20°C.

Tecido arquivado

A extragdo de DNA de material arquivado também foi
desenvolvida segundo técnica de Banerjee ef al. (1995), com um passo
inicial para retirada da parafina.

Cerca de dois a quatro cortes histolégicos de 10um,

obtidos a partir de blocos de parafina, foram colocados em tubo de

microcentrifuga de 1,5mL, contendo 200uL de tampdo de digestéo (tris-
HClI 50mM pH 85, EDTA 1mM, Tween 20 0,5%). O tubo foi
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hermeticamente fechado e aquecido em banho-maria a 70°C até ocorrer a
fusdo da parafina e, entdo, centrifugado a 12.000rpm por 10 minutos. O
anel de parafina formado na porgdo superior do tubo foi totalmente
removido com auxilio de uma espatula odontolégica e o material recebeu
proteinase K (concentragdo final 200upg/mL), foi homogeneizado e
mantido em banho-maria a 42-45°C overnigth ou a 55°C por 3 horas.
ApoOs essa etapa, o procedimento seguiu as etapas descritas para tecido

fresco.

Foliculo piloso

Para a extracdo de DNA de foliculo piloso, além da
técnica de Banerjee et al. (1995), foi utilizada a técnica de Sambrook et al.
(1989), com modificagdes, descrita a seguir.

Anteriormente a retirada dos foliculos pilosos, foi realizada
a limpeza da area com alcool 70% e, entdo, extraidos cerca de 3 a 6
foliculos pilosos, que foram imediatamente acondicionados em tubos de
microcentrifuga de 1,5mL contendo 100uL de tampé&o de digestéo (Tris-
HCI 10mM, EDTA 100mM), SDS 0,5% e proteinase K (concentragéo final
100pg/mL) e incubados por um periodo de 16 a 20 horas a 37°C. O DNA
obtido foi purificado com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e
entao precipitado com adi¢do de 0,1 volume de acetato de sédio 3M e 2,5
volumes de etanol e mantido a -20°C overnigth. No dia seguinte, o DNA

foi centrifugado por 20 minutos a 12.000rpm e o sobrenadante foi

desprezado. O DNA foi mantido a temperatura ambiente até evaporagédo

do etanol e, posteriormente, ressuspendido em tampé&o (Tris-HCI 10mM,

EDTA 1mM) e acondicionado em freezer a -20°C.
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A extragdo de DNA a partir de sangue foi desenvolvida
segundo técnica descrita por Pena et al. (1991), com modificagoes,
descrita a seguir.

Aproximadamente 5mL de sangue foram colhidos em tubo
vacutainer com EDTA e posteriormente transferidos para tubo de
centrifuga de 15mL, ao qual foram adicionados 5mL de solugao de lise
(sacarose 0,32M, Tris-HCI 10mM, MgCl; 5mM, Triton X-100%). O material
foi homogeneizado por inversdao durante 3 minutos e centrifugado a
3.000rpm por 30 minutos. Ao sedimento desagregado em vortex, foram
acrescentados 4,5mL de solugdo contendo NaCl 0,075M, EDTA 0,02M e

SDS 0,5%. Ap6s homogeneizagao por inversdo, foi adicionada proteinase

K (concentragéo final 200ug/mL) e o material foi novamente incubado em
banho-maria a 37°C por 16 horas ou a 42°C por trés horas. Apos esse
periodo, recebeu 5mL de fenol, foi homogeneizado por inversdo durante
trés minutos e centrifugado a 3.000rpm por 30 minutos. A fase superior foi
transferida para outro tubo, que recebeu 5mL de solug&o cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), foi homogeneizada por inversdo e centrifugada a
3.000rpm por 30 minutos. Esse procedimento foi repetido uma vez e a fase
superior obtida foi colocada em tubo contendo 500uL de KCI 2M, ao qual
foi acrescentado etanol absoluto gelado até completar aproximadamente
14mL. O material foi homogeneizado por inverséo até precipitacéao de todo
o DNA, que foi “pescado” e lavado duas vezes em etanol 70%, seco a
temperatura ambiente por um minuto e ressuspendido em cerca de 100uL
de tampé&o de extragdo. Em seguida, foi aquecido em banho-maria a 60-
66°C por 30 minutos, mantido por uma noite a temperatura ambiente e

acondicionado em freezer a -20°C.
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3. Amplificagdao génica pela reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificagcdo do DNA, foi utilizada a técnica de Saiki
et al., (1988), com modificagdes. A reacao foi processada em ciclador de
temperatura MJ Research (16 tubos) e GeneAmp PCR system 9700
(Applied Biosystem), em volume de 45uL contendo 50 a 100ng de DNA
gendmico, Tris-HCI 10mM (pH 8.3), KCI 50mM, MgCl; 1,5- 3,0mM, dNTPs
0,2mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5pmoles de cada iniciador (ou
oligo), 2U de Taq polimerase (BRL), DMSO 0-2,5% e glicerol 0-10%. Ao
volume final, foram adicionados 30uL de oéleo mineral para evitar
evaporagdo. A mistura da reagdo foi submetida a 35 ciclos de
amplificagdo, com um primeiro ciclo de cinco minutos a 94°C para
inativagdo de possiveis proteases que pudessem interferir na reagao
enzimatica. Cada ciclo seguinte consistiu de 60 segundos a 94°C para
desnaturacdo do DNA, 60 segundos para annealing dos iniciadores a
temperaturas que variaram para cada par e 120 segundos a 72°C para
extensao das cadeias. Os produtos da reagao foram separados em gel de
agarose, corados com brometo de etidio e visualizados sob iluminagéo
ultravioleta para confirmag¢ao do sucesso da reacao.

Foram utilizados dois pares de iniciadores para os

segmentos do exon 2, designados 2A e 2B, um par para o exon 3 e um

par para a regido promotora (PR) do gene p21"#"CP! sendo as

temperaturas de annealing iguais a 56°C, 57°C, 58°C e 63°C e tendo os
produtos de amplificagédo tamanhos de 180, 170, 300 e 247 pares de
bases, respectivamente. Esses segmentos correspondem a toda a regiao
codificadora do gene e encontram-se representados esquematicamente
na Figura 3. As sequéncias dos iniciadores bem como sua localizagao no
gene, temperaturas de annealing e tamanho dos fragmentos amplificados

estao resumidos na Tabela 4.




Tabela 4: Descri¢do dos iniciadores, genes envolvidos, sua posi¢do e orientagdo no gene, tamanho do fragmento
amplificado, temperatura de anelamento (TA), e referéncia bibliografica utilizada.

Iniciador

Gene

Posi¢do* /Orientagio T: 4 co TA
ragrnento

Seqiiéncia (5’-3%)

Bibliografia

PR
PR

2A
2A

2B
2B

W3
W3

PTC3
PTC3

PTC8
PTC8

PTC16
PTCl16

21“".4.."'.’
p‘?!WAFI
211'!{-!.5’
p‘?‘,ﬂ'AFI
2‘;WAFJ'
p‘?lﬂ‘:{ﬂ'
‘?IWAFJ'

p21"AFl

PTCH
PTCH

PTCH
PTCH

PTCH
PTCH

2144-2165/sense 247 63°C
2371-2392/anti-sense

88-107/sense 56°C
249-268/anti-sense

246-265/sense
396-415/anti-sense

Regido intronica/sense
698-716/anti-sense

383-405/sense
563-582/anti-sense

1056-1076/sense
1182-1203/anti-sense

2692-2717/sense
2852-2875/anti-sense

attcccctaccecatgetgete
catccecttcecteectgaaaac

gctggggatgiccglcagaa
aggcgaagtcaccctccagt

accacttggagggtgacttg
acaggtccacatggtcttce

cccagggaagggtgtectg
gggeggecagggtatgtac

ctattgtgtatccaatggcagg
attagtaggtggacgeggc

gaggcagtggaaactgcttc
ttgcataaccagcgagtectg

aaccccattctcaaaggcctcgttc

CaCCtCtEEE‘[ICCC{lEaCCt

Law e Deka. 1995
Law e Deka. 1995

Hahn et al., 1996
Hahn et al., 1996

Hahn et al., 1996
Hahn ef al., 1996

Hahn et al., 1996
Hahn et al., 1996

* Os niimeros indicam a posi¢do dos nucleotideos no gene.
** Iniciadores desenhados a partir de seqiiéncias génicas obtidas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Sitio de ligagdo com p53

5’ UTR

Regido promotora

Figura 3. Representacdo esquematica do gene p21WAFICIP1 A barra representa o sitio de ligagdo com a

proteina p53. Os retangulos representam os exons (E) 1, 2 e 3, com os introns (I1 e 12) correspondente.

As setas indicam a localizagdo dos iniciadores utilizados (s= sense; a= anti-sense).
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Para analise do gene PTCH, foram utilizados iniciadores
para os exons 3, 8 e 16, sendo as temperaturas de annealing iguais a
56°C, 55°C e 60°C e tendo os produtos de amplificagdo tamanhos de 313,
256 e 268 pares de bases, respectivamente. O gene PTCH contém 23
exons e os segmentos escolhidos para analise correspondiam, no inicio
do presente trabalho, aos exons referidos na literatura como
apresentando mutagdes em carcinomas basocelulares esporadicos. A
Figura 4 mostra o esquema representativo dos exons e introns do gene
PTCH. As sequéncias dos iniciadores bem como sua localizagdo no gene,
temperaturas de annealing e tamanhos dos fragmentos amplificados

estdo resumidos na Tabela 4.

4. Analise do Polimorfismo Conformacional de DNA de Cadeia

Simples (Single-Strand Conformation Polymorphism - SSCP)

As amostras de DNA amplificadas por PCR foram
submetidas a analise por SSCP, segundo técnica de Orita et al. (1989),
com modificagées. Esse método inclui etapas de desnaturagéo do DNA e
sua aplicagdo em gel de poliacrilamida nao desnaturante. A visualizagao
dos produtos, por marcagdo radioativa ou ndo, permite a deteccdo de
mutacgdes, inclusive aquelas correspondentes a troca de um unico par de
bases, em virtude da migracao diferencial da cadeia mutante causada por
mudanca na sua conformacao (Grompe, 1993).

O DNA foi diluido na proporgdo 2:1 em stop solution
(formamida 98%, EDTA 10mM, pH 8.0, azul de bromofenol 0,025% e
xileno cianol 0,025%), desnaturado a 94°C por 10 minutos e

acondicionado em gelo. Em seguida, foi submetido a eletroforese em gel

de poliacrilamida 7,5% ou 10% com glicerol 5% (22,5mL ou 21,0mL de
H20 miliQ autoclavada, 4,5mL ou 6,0mL de Instagel 50%, 1,5mL de TEB




ENEE

Figura 4. Representagéo esquematica do gene PTCH. Os exons codificadores sdo representados como
retangulos preenchidos e os exons nao codificadores sao representados como retangulos em branco.

A regido 5 possui trés segmentos que atuam como exon 1 apés processamentos alternativos do
transcrito primario (s=sense; a= anti-sense)
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10X, 1,5mL de glicerol, 300uL de persulfato de amonia 10% e 30uL
Temed) em placas de 16cmx19cm e 0,8mm de espessura (aparato
GIBCO-BRL), contendo tampao (Tris-borato 90mM pH 8.3, EDTA 4mM)
por 3 a 4 horas em poténcia constante de 3W (fonte BioRad 3000Xi), em
temperatura ambiente de 189C a 269C. Apos esse periodo, o gel foi
fixado por 10 minutos em solugéo fixadora contendo etanol 10% e acido
acético glacial 7,5%, sob agitacdo leve e constante. O fixador foi aspirado
e o gel foi corado por 10 minutos em solugdo contendo nitrato de prata
0,3%, também sob agitagcdo constante. A solugao foi novamente aspirada
e o gel foi lavado duas vezes em agua desionizada para retirada do
excesso de prata. Em seguida, o gel foi revelado por 10 minutos em uma
solugcdo contendo hidroxido de sédio 3% e formaldeido 0,3%. A-solugao
foi descartada por aspiracdo e o gel fixado novamente por 1-10 minutos.
Apos essas etapas, o gel foi seco em papel celofane e glicerol 10%,

segundo técnica desenvolvida por Ceron et al. (1992) e arquivado.

5. Seqilienciamento automatico

O sequenciamento automatico das amostras com padrbes
variantes foi realizado em equipamento ABI Prism 377 (Applied
Biosystems Inc). Para o sucesso do sequenciamento, as amostras

selecionadas foram submetidas a varias etapas que compreenderam a

reamplificagdo do DNA, a purificacdo, a reagcdo de sequenciamento, a

preciptacado e a desnaturagio.
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Purificacdo das amostras de DNA

O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose 2% e
submetido a eletroforese a 80 volts por 30 a 40 minutos. A banda obtida
foi recortada, transferida para tubo de 1,5mL, pesada e entdo purificada
utilizando-se o Kit comercial Concert Matrix Gel-11457-017 (Gibco),
segundo as instrugdes do fabricante, descritas a seguir.

Para cada 10mg de gel foram adicionados 30uL de
tampé&o de solubilizagao do gel (L1) e 1uL de resina de silica. A mistura foi
agitada vigorosamente em vortex e incubada em banho-maria a 50°C por
15 minutos, sendo ressupendida a cada 3 minutos, para a completa
solubilizagdo do gel. Apos esse periodo, a amostra foi centrifugada a
12.000rpm por 30 segundos e o sobrenadante desprezado. Ao sedimento
foi adicionado o mesmo volume de tampdo L1, a mistura foi
ressuspendida em vortex, centrifugada a 12.000rpm por 30 segundos e o
sobrenadante desprezado. Em seguida, a amostra foi lavada duas vezes
com o mesmo volume de tampdo de lavagem contendo etanol (L2),
seguindo 0s mesmos passos de homogeneizagdo e centrifugagao
utilizados anteriormente. A resina de silica foi seca em estufa a 37°C por
10 a 15 minutos e entdo adicionados 20-50uL de tampéo de eluigdo do
DNA (TE). A resina foi ressuspendida em vértex, incubada em banho-

maria a 50°C por 5 minutos, com uma etapa de homogeneizagdo nesse

periodo. Em seguida, foi centrifugada a 12.000rpm por 30 segundos, o

sobrenadante contendo DNA foi transferido cuidadosamente para novo
tubo e o DNA purificado foi quantificado em gel de agarose 2%, utilizando-

se o marcador de peso molecular DNA low mass (Gibco).
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Reacao de sequenciamento

Cada amostra foi submetida a uma reagdo de
sequenciamento com 2uL de Big Dye Terminator, 3,2pmoles de iniciador
sense e antisense, separadamente, e 10ng de DNA purificado. A reacao,
realizada em placas de 96 pocinhos, compreendeu uma primeira etapa de
5 minutos a 95°C para completa desnaturacdo da cadeia de DNA,
seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 20 segundos a 55°C para

annealing e 4 minutos a 60°C para extensao das cadeias.

Precipitacdo

As amostras foram precipitadas com 100uL de etanol
absoluto, 5uL de acetato de potassio (KOAc) 3M e 30 uL de agua. A placa
foi selada com plastico e o material foi homogeneizado por inversao,
mantido a temperatura ambiente por 15 minutos, centrifugado a 3.200rpm
por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi desprezado por inversao.
Foram acrescentados 200uL de etanol 70%, a placa foi novamente selada
com plastico e as amostras foram homogeneizadas por inversao,
centrifugadas a 12.000rpm por 7 minutos a 4°C e o sobrenadante
desprezado. Esse procedimento foi repetido mais uma vez e a placa, em
posicao invertida, foi centrifugada a 720rpm por 3 minutos a 4°C. As
amostras foram, entdo, incubadas em estufa a 37°C por cerca de 30

minutos, armazenadas a temperatura ambiente e envoltas em papel

aluminio, no maxino por uma semana.
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Desnaturacio

ApoOs a precipitagdo, as amostras foram diluidas em 2uL

de loading buffer (formamida e blue dextran), desnaturadas a 95°C por 2

minutos e mantidas no gelo até o momento de aplicacdo no gel de

poliacrilamida 2% do sequenciador.

Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank, utilizando o
programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) desenvolvido no
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Altschul et al,
1990).
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IV. RESULTADOS

1. Casuistica

Amostras de pele normal

Foi avaliado um total de 21 amostras de pele normal n&o
expostas ao sol, provenientes de 20 pacientes saudaveis do sexo
feminino, que se submeteram a cirurgia plastica de mama. As amostras
foram retiradas da regido inferior da mama, por compreender a regido de

menor exposi¢cao a luz solar. A idade dos individuos variou de 19 a 47

anos (X= 32,7) e nenhum deles referiu exposigédo diria ao sol por um

periodo superior a oito horas em decorréncia de atividades profissionais.

Em relagdo as amostras de pele normal exposta a luz
solar, foi obtido um total de 21 amostras de 20 individuos, das quais 16
foram provenientes da palpebra inferior, trés da regido auricular e duas
da regido pré-auricular. As amostras PN-15A e PN-15B foram obtidas do
mesmo individuo, porém de locais diferentes (regido pré-auricular direita
e auricular esquerda). Com excegdo de um paciente, todos os demais
eram do sexo feminino, com idades variando de 37 a 59 anos (X= 46,2).
Em nenhum dos casos houve, em decorréncia de atividades profissionais,
exposigao ao sol por periodo superior a oito horas diarias.

O grupo de pele normal foi utilizado como controle no
estudo de investigacdo de alteragcdes nas regides codificadora (exon 2 e

3) e promotora do gene p2 1",
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Amostras de foliculo piloso

Um total de 17 amostras de foliculo piloso obtidas da
regido da sobrancelha foi submetido a investigacdo de alteragées nas

WAFVC-’PI. Tais

regioes codificadora (exon 2 e 3) e promotora do gene p21
amostras foram provenientes de 14 individuos saudaveis e de trés

albinos, que compreenderam quatro homens e 12 mulheres, com idades

variando entre 13 a 86 anos (X= 63,7) e profissdes sem exposi¢cao ao sol.

Amostras arquivadas de lesfesde pele

Para investigacdo de alteragdes na regido codificadora
(exons 2A, 2B e 3) e promotora do gene p21"F”"! foram utilizadas 32
amostras arquivadas de tumores (casos 58-64, 66, 69-71, 74, 77, 80, 82-
98), que compreenderam cinco ceratoses solares, 11 carcinomas
espinocelulares e 16 carcinomas basocelulares, provenientes de 14
homens e de 18 mulheres, geralmente com tumores multiplos, idades
variando entre 33 a 88 anos (X= 66,4) e profissdes atuais, quando
referidas, sem exposigdo ao sol na maioria dos casos.

O estudo dos exons 3, 8 e 16 do gene PTC foi realizado
em 26 amostras de carcinomas basocelulares (casos 58-83), 16 delas
também utilizadas no estudo do gene p21™""”“"' Essas amostras foram
provenientes de 12 homens e 14 mulheres, cujas idades variaram de 33 a
88 anos (X= 67,5), e a maioria apresentou lesdes cutaneas muiltiplas em
locais expostos do organismo. Em muitos casos, os dados relativos as

profissdes ndo encontravam-se referidos nos prontudrios.
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Cinco individuos (casos 74, 85, 88, 90 e 96) que
apresentaram suspeita de mutacdo ou presenga de polimorfismo nos

WAFI/CIPT  n&o retornaram ao

exons 2A, 3 e regiao promotora do gene p21
hospital quando solicitado, para colheita de sangue. Foram, entéo,
utilizadas oito amostras de outros tumores arquivados procedentes dos
mesmos pacientes para confirmag¢do de polimorfismo.

Em resumo, foram analisadas 50 amostras arquivadas de
tumores, provenientes de 42 individuos, dos quais apenas cinco citaram
exposigao diaria ao sol por periodos superiores a oito horas, 16 negaram
exposicdao ao sol e 21 nao referiram esse dado. A regido mais

frequentemente afetada foi a face, seguida dos membros superiores e

pescogo.

Amostras frescas de tumores de pele

Um total de 21 amostras frescas de tumores foram
avaliadas quanto a alteragées nas regides codificadora (exon 2A, 2B e 3)

e promotora do gene p21"WAFCF!

. Tais amostras compreenderam 17
carcinomas basocelulares, trés carcinomas espinocelulares e um tumor
do infundibulo folicular, provenientes de 12 individuos do sexo masculino

e nove do sexo feminino, cujas idades variaram de 40 a 80 anos

(X=63,2), todos de pele branca e profissdes geralmente ligadas a

exposi¢do ao sol.

Para investigacao dos exons 3, 8 e 16 do gene PTCH,
foram utilizadas apenas 17 amostras de carcinomas basocelulares desse
grupo (casos 99-115), provenientes de nove individuos do sexo

masculino e oito do sexo feminino.
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Amostras de sangue

Foram investigadas amostras de sangue de 20 individuos

que apresentaram suspeita de mutagdo ou presenga de polimorfismo nos

WAF1/CIP1

exons 2A, 3 e regido promotora do gene p21 , apos analise por

PCR/SSCP. Dentre essas amostras, cinco foram provenientes de

individuos que apresentaram padrdo migratério variante, tanto para o

exon 2A como para a regido promotora (individuos 28, 37, 94, 103 e 115),
seis foram provenientes de individuos que apresentaram padrdo variante
apenas para o exon 2A (individuos 45, 52, 53, 54, 111 e 117) e oito para
a regido promotora (individuos 23, 34, 46, 51, 107, 109, 116 e 119).

2. Extragdo de DNA

Um total de 150 amostras foram submetidas a extracao
de DNA e compreenderam 42 peles normais, sendo 21 da regido nao
exposta a luz solar e 21 da regido exposta, 17 foliculos pilosos, 50
tumores emblocados em parafina, 21 amostras frescas de tumores e 20
amostras de sangue. O processo foi realizado com sucesso em todos os

casos.

3. Amplificagdo génica pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Com o objetivo de otimizar as condi¢gdes de amplificagdo de
cada par de oligos, para cada grupo de amostras, foram realizados testes
que determinaram as melhores concentragbes de cloreto de magnésio

(MgCl;) a serem utilizadas (1,5mM, 2,0mM, 3,0mM ou 4,5mM) nas
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reagées, bem como a presencga ou ndo de DMSO (5%) ou glicerol (5% e

10%).
Os melhores resultados que mostraram bandas mais
nitidas do amplificado e auséncia de bandas inespecificas para o exon

1"AF1CPT em amostras frescas de tumores, de pele normal

2A do gene p2
e de sangue ocorreram em condigées com MgCl, 1,5mM, sem glicerol e
com DMSO 5%. Para as amostras de tumores emblocados em parafina,
as condigdes ideais foram aquelas com MgCl, 2,0mM, sem glicerol e sem
DMSO, ao passo que, para as amostras de foliculos pilosos, foram
aquelas com MgCl, 3,0mM, sem glicerol e sem DMSO. Esses dados
encontram-se resumidos na Tabela 5.

Testes semelhantes aos utilizados para o exon 2A foram
aplicados para os exons 2B, 3 e para a regidao promotora do gene

1WAFICPT o para os exons 3, 8 e 16 do gene PTC. Os resultados

p2
obtidos estdo apresentados na Tabela 5 e Figuras 5 e 6.

Dentre as 110 amostras (40 amostras de pele normal, 17
foliculos pilosos, 32 tumores arquivados e 21 amostras frescas de
tumores de pele) submetidas a amplificagdo, 105 puderam ser
amplificadas com sucesso para a regiao promotora, 110 para os exons

WAF1/CIP1

2A e 2B, e 107 para o exon 3 do gene p21 . Apos analise por
SSCP, mais duas amostras de pele normal, oito de tumores emblocados
em parafina e 19 amostras de sangue, todas pertencentes a individuos
que apresentaram padrdao de banda com suspeita de presenca de
mutacdo ou polimorfismo, também foram amplificadas. Os resultados
relativos ao sucesso de amplificagdo estdo apresentados na Tabela 6 e

Figura 7.




Tabela S. Resultados dos testes sobre condi¢des de amplificagdo de segmentos do DNA obtidos a partir de diferentes amostras, em
reagoes contendo MgCl, nas concentragdes de 1,5mM, 2,0mM, 3,0mM e 4,5mM ou também com DMSO 5%, glicerol 5% ou
10% (- = fraco, * = regular, + = bom, ++ 6timo). PR= regido promotora; caracteres em azul indicam as condigdes escolhidas.

A Segmento de MgCl, MgCl, + DMSO MgCl, + Glicerol 5% MgCl; + Glicerol 10%
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Tabela 6. Frequéncia de amplificagdo da regido promotora, dos exons 2A, 2B e 3 do gene
e dos exons 3, 8 e 16 do gene PTC nas amostras em estudo (numero de
amostras amplificadas/total de amostras). PR= regido promotora

Tipo de amostra

WAFI

PTC

PR

Exon2A Exon2B Exon3 Exon3 Exon8 Exon 16

Pele normal
Tumor emblocado
Foliculo piloso
Tumor fresco

Sangue

40/40

32/32

12/17

21/21

11/11

40/40

32/32

17/17

21721

11/11

40/40

32/32

17/17

21121

40/40

32/32

14/17

21/21

25126

17/17

25/26 24/26

17/17
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300pb »
200pb P

100pb »

Figura 5. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando o produto de PCR da regiao promotora do gene
p21WAFT (caso PN-6), nas seguintes condigbes de amplificagéo:
com MgCl, 1,5mM (linhas 1, 4 e 7), MgCl, 3,0mM (linhas 2, 5 e 8)
e MgCl, 4,5mM (linhas 3, 6 e 9), sem DMSO e sem glicerol
(linhas 1, 2 e 3), com DMSO 5% (linhas 4, 5 e 6) e com glicerol
5% (linhas 7, 8 e 9). M= marcador de peso molecular de 100pb.
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Figura 6. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
mostrando o produto de PCR do exon 16 do gene PTC (caso TF-
111), nas seguintes condigdes de amplificagdo: MgCl, 1,5mM
(Linhas 1, 4 e 7), MgCl, 3,0mM (Linhas 2, 5 e 8) e MgCl, 4,0mM
(Linhas 3, 6 e 9), sem DMSO e sem glicerol (Linhas 1, 2 e 3), com
DMSO 5% (Linhas 4, 5 e 6) e com glicerol 5% (Linhas 7, 8 e 9). M=
marcador de peso molecular de 100pb.
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Figura 7. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio mostrando os
fragmentos amplificados para a regido promotora e os exons 2A, 2B, 3
do gene p2]"AFICIPT 4o caso PN-7 (linhas 1, 2, 3 e 4), com 247, 180, 170
e =300pb, respectivamente. M= marcador de peso molecular de 100pb.
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Das 26 amostras de carcinomas basocelulares
emblocados em parafina investigadas para mutagdes no gene PTC, 25
puderam ser amplificadas para os exons 3 e 8 e 24 para o exon 16.

Esses resultados encontram-se apresentados na Tabela 6 e Figura 8.

4. Analise do polimorfismo conformacional de cadeia simples de

DNA (SSCP)

A técnica de SSCP foi utilizada para investigar a
presenca de mutagbes ou polimorfismos na regido promotora e

codificadora (exons 2A, 2B e 3) do gene p21"""!

enosexons 3, 8e 16
do gene PTC. Todas as amostras amplificadas por PCR foram avaliadas
pela técnica de SSCP em géis de poliacrilamida 7,5% e 10%, sendo os
melhores resultados observados em géis a 10%, que exibiram melhor
separacdo das bandas e permitiram a identificacdo de padrées
eletroforéticos bem definidos e, por conseguinte sua classificacdo em
padrdes fenotipicos (f) de corrida eletroforética.

Na regido promotora do gene p21w’qF”C’P’, de 105
amostras amplificadas e analisadas pela técnica de SSCP, foram

1R o 2™ o

identificados quatro diferentes padrdes eletroforéticos, o f1™
f3°R e o f4"® (Figura 9). Entretanto, apds sequenciamento, o padrao 37",
observado nos casos PN-8, TF-112 e TF-113 e o padrao f4™®, observado
nos casos PN-23 e FP-46, revelaram sequéncias semelhantes ao f1™% e
foram reclassificados como f17R. Desse modo, o padrio f1*® esteve

presente em 44 das 52 amostras controle (84,6%) e em 33 das 53

amostras tumorais (62,3%), ao passo que o fenétipo 27" esteve presente

em oito das 52 amostras controles (15,4%) e em 20 das 53 amostras

tumorais (37,7%). Esses dados encontram-se apresentados nas Tabelas
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Figura 8. Gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio mostrando os
fragmentos amplificados para os exons 3, 8 e 16 do gene PTC do caso
TF-103 (linhas 1, 2 e 3), com 313, 256 e 268 pb respectivamente. M=
marcador de peso molecular de 100pb.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com
nitrato de prata, mostrando padrdes migratorios f1PR para a regido
promotora do gene p2["4FI/CIPI (linhas 1, 5 e 7) nas amostras PN-21,
PN-7 e PN-13) e variantes f2PR (linhas 2 e 4), f3PR (linha 6) e f4FR
(linha 3) nas amostras PN-15A, PN-28, PN-8 e PN-23, respectivamente.
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7 e 8. O teste de x° apresentou diferencas estatisticamente significantes
nos dois grupos (x*=6,71: p=0,01).

Para confirmagdo da presenga de polimorfismo
constitucional foram analisados outros tecidos do mesmo individuo em
um total de 14 casos (11 amostras de sangue periférico, uma amostra de
pele normal proveniente de regido diferente do organismo e quatro
amostras de outros tumores arquivados dos mesmos individuos). Todos
os casos avaliados apresentaram o0 mesmo padrdo observado
previamente, como ilustrado na Figura 10.

No exon 2A de 108 amostras amplificadas e avaliadas por
SSCP, foram detectados trés diferentes padrées eletroforéticos, o f1 .l
f2°* e o f3**. O fendtipo f1** foi identificado em 44 das 55 amostras
controles (80%) e em 42 das 53 amostras tumorais (79,2%), ao passo
que o fendtipo f2°* esteve presente em 11 das 55 amostras controle
(20%) e em oito das 53 amostras tumorais (15,1%) e o fendtipo 3% foi
observado em apenas uma das 53 amostras tumorais (1,9%). Esses
dados estao apresentados nas Tabelas 7 e 8 e na Figura 11. O teste de
)(,2 nao apresentou diferengas estatisticamente significantes nos dois
grupos (x> = 1,37; p = 0,50).

Para confirmagcdo da presenca de polimorfismo, foi
realizada a analise comparativa em 15 casos, utilizando-se para isso 11
amostras de sangue periférico, uma amostra de pele normal proveniente
de regido diferente do mesmo individuo e trés amostras de tumores

arquivados. Os resultados mostraram que o sangue do individuo 94 (ST-

94) apresentou padrao f4°*, diferentemente do padrao f2** observado no

tumor (TE-94). Todas as demais amostras repetiram o padréao
previamente observado. A Figura 12 mostra a comparagao dos padrdes

variantes obtidos em amostras distintas do mesmo individuo.
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Tabela 7. PadrGes eletroforéticos obtidos apos analise por PCR-SSCP em amostras de pele
normal (PN), foliculo piloso (FP) e sangue de individuos controle (SN). PR= regido promotora;
f2"™ = padrio fenotipico 2 da regiio promotora; e f2** = padrio fenotipico 2 do exon 2A; e f2%*=
padrio fenotipico 2 do exon 3 do gene p2/"*""!: NR= nio realizado.

Individuo

Gene WAFI

PN/FP

Sangue

PR* Exon 2A*

Exon 2B* Exon 3*

=R BRI - BT R S

PN-1
PN-2
PN-3
PN-4
PN-5
PN-6
PN-7
PN-8
PN-9
PN-10
PN-11
PN-12
PN-13
PN-14
PN-15A
PN-15B
PN-16
PN-17
PN-18
PN-19
PN-20A
PN-20B
PN-21
PN-22
PN-23
PN-24
PN-25
PN-26
PN-27
PN-28
PN-29
PN-30
PN-31
PN-32
PN-33
PN-34
PN-35
PN-36
PN-37
PN-38
PN-39
PN-40
FP-41
FP-42
FP-43
FP-44
FP-45
FP-46
FP-47
FP-48
FP-49
FP-50
FP-51
FP-52
FP-53
FP-54
FP-55
FP-56
FP-57

12 PR
27%/p™ 222

2 A

2"/

12"*/2"* A

NR
NR

NR
n'*

NR
2"

Z=59

Z=10

*= Sao indicados apenas os casos com padrdes fenotipicos f2. Os demais casos

fenotipico fl.

apresentam padrio
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Tabela 8. Padroes eletroforéticos obtidos apos analise por PCR-SSCP em amostras arquivadas de
tumores de pele (TA), amostras frescas de tumores (TF) e em sangue de individuos portadores
de tumor (ST). PR= regido promotora; f2™*= padrio fenotipico 2 da regido promotora; f2**,
f3** e f4>* = padrdes fenotipicos 2, 3 e 4 do exon 2A, f2%*= padrio fenotipico 2 do exon 3 do
gene p21"*"P NR= nio realizado.

Individuo

Amostra

WAFI PTC

Tumor

Sangue Exon 2A* Exon2B* Exon 3* Exon 3* Exon8* Exon 16*

TE-58
TE-59
TE-60
TE-61
TE-62
TE-63
TE-64A
TE-64B
TE-65
TE-66
TE-67
TE-68
TE-69
TE-70
TE-71
TE-72
TE-73
TE-74-A
TE-74-B
TE-74-C
TE-75
TE-76
TE-77
TE-78
TE-79
TE-80
TE-81
TE-82
TE-83
TE-84
TE-85A
TE-85B
TE-86
TE-87
TE-88A
TE-88B
TE-89
TE-90A
TE-90B
TE-90C
TE-91
TE-92
TE-93
TE-94
TE-95
TE-96A
TE-96B
TE-96C
TE-97
TE-98
TF-99
TF-100

ST-94

'zﬂ",‘.z PR £220/(42A
2

NR
NR

rz?ﬁ

AVA
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Tabela 8. Continuagdo

Amostra WAFI PTC
Tumor Sangue PR* Exon 2A* Exon2B* Exon 3* Exon 3* Exon8* Exon 16*

101 TF-101

102 TF-102 ST-102 ™™ e
103 TF-103

104 TF-104

105 TF-105

106 TF-106

107 TF-107 ST-108 2™

108 TF-108

109 TF-109 ST-109 2P/

110 TF-110

111 TF-111 ST-111 224224
112 TF-112

113 TF-113

114 TF-114 ST-114 2™

115 TF-115 ST-115 2™
116 TF-116 ST-116 27/

117 TF-117 ST-117 3
118 TF-118

119 TF-119 ST-119 2™

I=61 I-=68 =10

Individuo

*= Sao indicados apenas os casos com padrao fenotipico f2, f3 e f4. Os demais casos apresentam o padrio
fenotipico fl.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com nitrato
de prata, obtido em amostras distintas do mesmo individuo. Linhas 3, 4, 5
e 6 mostram padrdo fenotipico f1*R e linhas 1, 2, 7 ¢ 8 mostram padrio
fenotipico f2PR. Nas linhas 1 e 2 estdo as amostras PN-37 e o sangue (SN-
37) do individuo 37, nas linhas 3 e 4 estdo as amostras TF-102 e o sangue
(ST-102) do individuo 102, nas linhas 5 e 6 estdo as amostras FP-46 e o
sangue (SN-46) do individuo 46, nas linhas 7 e 8 estdo as amostras TF-115
¢ o sangue (ST-115) do caso 115.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com nitrato de
prata mostrando padrdes fenotipicos f1?A para o exon 2A do gene
p2I"WAFICIPI na amostra PN-3 (linha 1), padrdo fenotipico f22A nas amostras
SN-45, SN-53, ST-111 e ST-115 (linhas 3, 4, 6 ¢ 7), padrio fenotipico 324,
na amostra ST-117 (linha 5) e padrio fenotipico f42A na amostra ST-94
(linha 2).




Resultados - 78

Figura 12. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com
nitrato de prata, obtido em amostras distintas do mesmo individuo. Linha
1 mostra o padrdo fenotipico f1?A, linhas 2, 3 ¢ 6 mostram padrdo
fenotipico f2?A, linhas 4 e 5 mostram padrdo f3?A e¢ linha 7 mostra
padrdo f4?A. Na linha 1 estd a amostra PN-3, nas linhas 2 e 3 estdo as
amostras PN-28 e o sangue SN-28 do individuo 28, nas linhas 4 e 5 estdo
as amostras TF-117 e o sangue ST-117 do individuo 117 e nas linhas 6 ¢
7 estdo as amostras TE-94 e o sangue ST-94 do individuo 94. As duas
ultimas amostras mostram padroes diferentes.
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A avaliagdo, pela técnica de SSCP, nas 110 amostras
amplificadas para o exon 2B do gene p21™"*""“"" mostrou padrao idéntico
de corrida no gel de poliacrilamida em todos os casos, sugerindo
auséncia de mutagcao ou polimorfismo. Esses dados estdo apresentados
nas Tabelas 7 e 8 e representados na Figura 13.

1WAFUC-’P?

No exon 3 do gene p2 de 107 amostras

amplificadas e avaliadas por SSCP, puderam ser identificados dois
diferentes padrées eletroforéticos, o f1"°, presente em 54 das 55
amostras controle (98,2%) e em 51 das 53 amostras tumorais (96,2%) e o
f2"* em uma das 55 amostras controle (1,8%) e em duas das 53 amostras

tumorais (3,8%). Esses dados encontram-se apresentados nas Tabelas 7

e 8 e na Figura 14. O teste de x° ndo apresentou diferencas

estatisticamente significantes nos dois grupos (x*> = 0,38; p = 0,54). Em
nenhum desses pacientes foi possivel a obtengdo de amostras de sangue
para comparagdo do padrdo, porém, em dois deles foram avaliadas
amostras de outros tumores, que repetiram o padréao observado
anteriormente.

A analise por PCR/SSCP dos exons 3, 8 e 16 do gene
PTCH foi realizada em 42 amostras de carcinomas basocelulares,
provenientes de 25 tumores emblocados em parafina e de 17 amostras
frescas. Esses dados encontram-se resumidos na Tabela 8. Em todos os

exons, apenas um padrao foi observado (Figuras 15, 16 e 17).
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B e LS e e e e e

Figura 13. Gel de poliacrilamida 7,5%, com glicerol 5%, corado com nitrato
de prata, mostrando padrdes migratorios normais (N), obtidos apods
avaliagdo por PCR/SSCP do exon 2B do gene p21"4F//CIPI - nas amostras
TF-109, TF-110, TF-111, TF-119, TF-112, TF-113, TF-114 e TF-115
(linhas 1-8).
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Figura 14. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com
nitrato de prata, mostrando os padrdes fenotipicos obtidos apos
analise por PCR/SSCP do exon 3 do gene p21"4FI/CIPI 1 inhas 2, 3,
4 e 5 mostram padrdes fenotipicos f'V3 observados nas amostras
PN-31, PN-33, PN-34 e¢ PN-35. Linha 1 mostra padrdo fenotipico
f2¥3 detectado na amostra PN-30.




Resultados - 82

Figura 15. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com
nitrato de prata, mostrando padrdes migratorios normais (N),
obtidos apos avaliagdo por PCR/SSCP do exon 3 do gene P7C, nas
amostras TF-99, TF-100, TF-101, TF-102, TF-103 e TF-104,
linhas 1-6, respectivamente.
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Figura 16. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com
nitrato de prata, mostrando padrdes migratorios normais (N),
obtidos apds avaliagdo por PCR/SSCP do exon 8 do gene PTC, nas
amostras TF-114, TF-116, TF-117, TF-118, TF-119, TE-62 e TE-
76, linhas 1-7, respectivamente.
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Figura 17. Gel de poliacrilamida 10%, com glicerol 5%, corado com nitrato
de prata, mostrando padrdes migratorios normais (N) obtidos apods
avaliag@o por PCR/SSCP do exon 16 do gene PTC, nas amostras TE-79,
TE-81, TE-72, TE-71, TE-74 e TE-77.
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5. Seqlienciamento Automatico

Como os padrées eletroforéticos no gel de SSCP para os

JWAFICIPT aram bem definidos, foram

diversos segmentos do gene p2
analisadas apenas algumas amostras de cada fendtipo, num total de 29

Ccasos.

Para a regido promotora foram sequenciadas 13 amostras
de oito individuos, sendo cinco com padrao f17% (PN-3, PN-6, PN-8, PN-
23/SN-23) e oito com padrao f2"® (PN-28/SN-28, PN-34/SN-34, TF-
102/ST-102 e TF-114/ST-114). Os fenétipos f17" e f2" corresponderam a

presenca de guanina em homozigose ou de guanina e adenina no
nucleotideo 105 ou 2298, dependendo do cédigo no GenBank ser HSU
50603 ou HSU 24170, respectivamente (Figura 18). No primeiro fenétipo,
também foram detectadas dele¢bes de timinas nas posicoes 12 e 187
(Figura 18). Esses dados revelaram a existéncia de dois diferentes alelos,
as e a,, e dos gendtipos asa;s e asa,, correspondente aos fenétipos f17- e
f2°® | respectivamente. O genétipo a.a, nao foi observado. A frequiéncia
dos alelos a; e a, foi de 92,3% e 7,7% nos controles e de 81,1% e 18,9%
nos tumores, respectivamente, valores esses que diferiram
estatisticamente nos dois grupos (x*= 5,67; p = 0,05).

A avaliagdo do exon 2A foi realizada em duas amostras com
padrao f1** (PN-3 e PN-6), em oito com padrao f2** (PN-28/SN-28, TA-
94, TF-102, TF-111/ST-111, TF-115/ST-115), em duas com padrao f3**
(TF-117/ST-117) e em uma com padrdao f4** (ST-94). Essa ultima foi
proveniente do individuo 94, cuja andlise revelou discordancia entre o
tumor e o sangue. Sempre que possivel foram estudadas duas amostras
distintas do mesmo individuo. O sequenciamento revelou que os padrdes
1?4, £2°* e f4** (GenBank HSU03106) corresponderam, na posicéo 168, a

presengca de citosina em homozigose, de adenina e citosina, ou de
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a

*
[TTCTGGCC GTCAGGAAC
4 |

b

*
FTCTGGC CNTCAGGAACY

Figura 18. Cromatogramas dos casos TF-114 (a) e TF-102 (b)
mostrando os fenétipos f1PR (a) e f2PR (b) da regido
promotora do gene p21"4FI/CIPI com presenga de G
ou G + A, no nucleotideo 105, respectivamente. Os
asteriscos indicam os nucleotideos citados.
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adenina em homozigose, respectivamente, o que resultou na presencga de
serina (AGC) ou de arginina (AGA) no coédon 31 da proteina. O fenétipo
3", por sua vez, correspondeu a presenca de citosina e timina na
posicao 240 e nao apenas citosina como os demais, 0 que, no entanto,
nao levou a mudanga do aminoacido treonina (ACC ou ACT) no cédon 55
da proteina (Figura 19). Esses dados revelaram a existéncia de quatro
alelos diferentes (b, b, na posicdo 168 e ¢, e ¢, na posi¢cao 240), e dos
genotipos bibi/cicr, biba/cicy, bibi/cic, € bbycicy, correspondentes aos
fendtipos f124, 1224, 13 e f4** respectivamente. O gendtipo b,b/cic; foi
observado apenas no sangue do individuo 94. A frequéncia dos alelos by,
b,, c1 e ¢, foi de 90%, 10%, 100% e 0% nos controles e de 98,1%, 1,9%,
99,5% e 0,5% nos tumores, respectivamente. O teste de x* ndo diferiu
estatisticamente entre os alelos b, e b, (x> = 0,25; p = 0,61) e entre os
alelos c; e ¢, (x* = 1,04; p = 0,31), nos dois grupos.

No exon 3, foram sequenciadas apenas trés amostras,

sendo duas com padréo f1"** (PN-3 e PN-6) e uma com padr&o f2"** (PN-

30). Os fendtipos f1"° f2"° apresentaram as bases C (GenBank

HSUO03106) ou C + T, respectivamente, na posicdo 590, o que levou &
mudanga do aminoacido alanina (GCA) para valina (GUA) no cédon 172
da proteina (Figura 20). Esses resultados indicam a existéncia de dois
alelos diferentes, d; e d,, cujas frequéncias foram de 99,1% e 0,9% nos
controles e de 98,1% e 1,9% nos tumores, respectivamente. O teste de x°
nao apresentou diferencas estatisticamente significante nos dois grupos
(x* = 0,38, p = 0,54). Os genotipos d,d; e dsd, corresponderam aos

fenotipos f1° e 12"° e o d.d, ndo foi detectado.
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b C

*
COAGCA GCTR 6L COCRCT CAGCTGAGNCGC GACTGIC "GAGQA 6C TGAGA CGCGAC
20 30 50 60

*
TTTGTCAC € GAGACAC C/ TTT GTCACNGAGACAC CA!

0 @ 100
W fM

Figura 19. Cromatogramas dos casos PN-3 (a), TF-111 (b), ST-94 (c), PN-6 (d) e TF-
117 (e) mostrando os fenédtipos f124 (a), 224 (b), 4?4 (¢), f12A (d) e 3%A (e) do
exon 2A do gene p21"4FI/CIPI Em a, b, e ¢ temos a presenga de C, C+A ou A no
nucleotideo 168 (codon 31) e em d e e temos a presenga de C ou C+T no
nucleotideo 240 (codon 55), respectivamente. Os asteriscos indicam os

nucleotideos citados.
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a
GGAAGC C TGEAGTC (T
150 166

b

*
GAAGCCTGMGTCCT GGA
159 16€

Figura 20. Cromatograma dos casos PN-6 (a) e PN-30 (b) mostrando
os fenotipos f1%3 (a) e 2%3 (b) do exon 3 do gene p2WAFI/CIPL
com presenga de C ou C+T no nucleotideo 590 (coédon 172),
respectivamente. Os asteriscos indicam os nucleotideos referidos.
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V. DISCUSSAO

O presente trabalho foi proposto com o objetivo de
investigar, em amostras de pele normal e tumoral, a ocorréncia de

mutagbes e/ou polimorfismos nas regides codificadora (exon 2 e 3) e

promotora do gene p21"4F""! e nos exons 3, 8 e 16 do gene PTCH, pela

técnica de PCR-SSCP. Algumas das amostras neoplasicas foram
avaliadas anteriormente por outros pesquisadores do nosso laboratério e
mostraram uma frequéncia baixa de mutagées no gene TP53 apds as
técnicas de PCR-SSCP e imuno-histoquimica. Tais dados diferem
daqueles citados pela literatura, que referem valores proximos a 50%
nesse grupo de tumores (Rady ef al.,, 1992; Moles et al., 1993; Ziegler et
al., 1993; Kubo et al., 1994, Matsumura et al., 1996).

O gene p21WAFICIP1 que participa no bloqueio celular
inibindo as enzimas cdks, é estimulado pela forma normal, mas néo pela
forma mutante da proteina p53, em resposta a lesées provocadas no DNA
durante a exposi¢éo a carcindgenos, como a radiagdo solar (El Deiry et
al., 1993, Harper et al., 1993). O seu produto &, portanto, um importante
componente de ligagdo da p53 com o controle do ciclo celular e,
teoricamente, quando ausente pode resultar na liberagdo de controles
negativos do crescimento e contribuir para a transformagdo maligna.
Assim, a avaliagéo de alteragdes em sua regido promotora e codificadora
parece justificavel e foi realizada no presente trabalho.

Da mesma forma, a investigacdo de mutagdes no gene
PTCH humano, que é homdlogo ao gene ptc de Drosophila, foi proposta,
levando em consideragdo que mutagdes nesse gene ja foram implicadas
no desenvolvimento de carcinomas basocelulares esporadicos, bem como
naqueles presentes em individuos com a Sindrome de Gorlin (Hahn et al.,

1996¢; Johnson ef al, 1996). Seu produto codifica um receptor de
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membrana que reprime a transcricdo de outros genes, incluindo o seu
préprio, por meio de uma cascata complexa de sinais. Assim,
paradoxalmente, a abundancia dos transcritos de PTCH é um indicador
do baixo nivel da fungéo da sua proteina e de outras sequéncias alvo que
pode levar a mudangas no programa de diferenciagao celular durante o
desenvolvimento e a excessiva proliferagdo de alguns tecidos (Goodrich
et al., 1997).

A analise do gene p21VAF"CPT o realizada em amostras

de tumores de pele e em amostras controles de pele normal. Essas
ultimas foram procedentes de individuos saudaveis e obtidas de regides
do organismo expostas e ndo expostas ao sol, o que permitiu avaliar a
frequéncia de alteragbes causadas pela exposi¢do cronica aos raios
solares e seu papel na tumorigénese cutanea. As lesdes estudadas
incluiram apenas as neoplasias de pele n&o melanociticas, mais
especificamente os carcinomas basocelulares, os carcinomas
espinocelulares e as ceratoses solares, cuja etiologia esta diretamente
relacionada a radiagao ultra-violeta (D’Errico et al, 1997). A avaliagao do
gene PTCH, por sua vez, foi realizada apenas em amostras de
carcinomas basocelulares, tendo em vista os dados da literatura que
referem o envolvimento desse gene apenas nesse grupo de lesées.

As amostras de pele normal foram obtidas de pacientes
que se submeteram a cirurgias plasticas da face e da mama. Aquelas de
regides expostas foram provenientes de locais da face onde a incidéncia
de raios solares é mais intensa, como as palpebras inferiores, as regides
pré-auriculares e as auriculares, ao passo que as de regides nao
expostas foram provenientes da parte inferior da mama que corresponde
a local coberto pelo vestuario e que recebe pouca luz.

A utilizagao desse tipo de amostras, no entanto, introduziu

diferentes variaveis, como predominancia de individuos do sexo feminino,
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média de idade muito inferior aquela dos individuos portadores de tumor e
profissGes distintas. Por exemplo, no grupo controle, apenas um individuo,
dentre 40, era do sexo masculino. Isto & justificado pelo fato das amostras
terem sido obtidas em cirurgias plasticas de face e mama. A explicagao
para essa discrepancia & puramente comportamental, porque as cirurgias
plasticas estéticas sdo quase exclusivamente realizadas em clientela
feminina, embora esse comportamento esteja mudando gradativamente,
conforme relatos informais dos cirurgides. Essa diferenca, no entanto, ndo
ocorreu no grupo de amostras tumorais, visto que a ocorréncia de cancer
de pele parece ter pequena influéncia do sexo, mas muito mais da dose
cumulativa de radiagdo UV recebida (INCA, Ministério da Saude, 2000).
Tal fato é particularmente confirmado em individuos de pele clara, cuja
baixa concentragdo de melanina no tegumento n&o oferece protegéo
contra a agdo do carcinégeno, favorecendo a ocorréncia de mutagdes na
molécula de DNA necessarias para o desencadeamento do processo
maligno (Dulic et al, 1994; El Deiry et al, 1994; Hartwell e Kastan, 1994;
Sherr, 1996, Reed et al, 1998).

A diferenca entre a idade média dos individuos controles

(X= 49,3 anos) e dos portadores de tumor (X= 66,4) é consequéncia do

fato das mulheres saudaveis procurarem os servigos de cirurgias plasticas
corretivas quando ainda relativamente jovens. Os individuos portadores
de cancer de pele, ao contrario, procuram ajuda médica somente quando
as lesbes ja se manifestaram, o que normalmente ocorre em idades
superiores a 50 anos. Na tentativa de corrigir esse viés de amostragem,
foram também analisadas amostras de foliculos pilosos obtidos da
sobrancelha de individuos saudaveis com idades superiores a 60 anos. A
escolha do foliculo piloso ndo foi casual, considerando que os mesmos
sdo formados por células originadas da camada basal da epiderme

(Jonason et al., 1996). Além disso, a sua retirada € menos traumatica e
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dolorosa quando comparadas as bidpsias de pele por “punch” e, portanto,
mais aceitas.

Em relagdo a profissdo, por se tratar de um grupo de
maior poder econdmico, a atividade exercida pela maioria dos individuos
do grupo controle, era mais especializada e n&o exigia trabalho externo. A
maioria dos individuos portadores de tumor, pertencia a classes sociais
menos favorecidas e desempenhava, geralmente, atividades profissionais
com longas horas de exposi¢do diaria ao sol. Além disso, esses
individuos iniciaram tais atividades na infancia ou na adolescéncia e
muitos nao frequentaram escolas, onde estariam protegidos da radiacao.
Também, em consequéncia do grau de escolaridade, tiveram pouco
acesso a esclarecimentos em relagdo aos perigos da exposigado- ao sol,
bem como aos métodos de prevenc¢ao do cancer de pele, como o simples
uso de chapéu e camisas de manga longa. A evidéncia de que tais
cuidados podem evitar os males causados pelos raios solares é que a
maioria dos canceres de pele, com etiologia relacionada a UV, ocorre na
face, no pescogo e nos membros superiores, locais esses normalmente
mais desprotegidos (English ef al.,1998).

Os dados obtidos pelo presente trabalho revelaram que,
embora a escolha do grupo controle tenha introduzido as variaveis
referidas acima, elas ndo parecem ter interferido na investigacao de

alteragbes do gene p21"WAFVCIP1

, uma vez que diferentes padrdes
eletroforéticos foram identificados em freqUéncias similares tanto em
amostras de pele normal como em amostras tumorais. A anadlise de
diferentes tecidos do mesmo individuo, revelou que tais padrées
corresponderam, na verdade, a variantes polimorficas e ndo a mutagdes,
exceto um caso (TA-94 e ST-94).

A baixa frequéncia de mutacdes nesse gene pode, em

parte, ser explicada pelo fato das amostras nao terem sido submetidas a
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microdissecgao para separacdo das células tumorais. Se isso realmente
ocorreu, pequenos clones de células mutantes teriam pequena
probabilidade de serem detectados. Entretanto, a explicagdo mais
convincente para a auséncia de mutagdes nas amostras & que tais

eventos sado realmente raros. De fato, muitos trabalhos na literatura néo

observaram mutacgdes do gene p21"4F""C""T em neoplasias (Chedid et al.,

1994, Shiohara et al., 1994; Koopmann et al., 1995; Law e Deka, 1995; Li
et al., 1995; Mousses et al., 1995; Tenan ef al., 1995; Akama et al., 1996;
Milner et al., 1996; Shimizu et al., 1996; Sjalander et al., 1996; Terry et al.,
1996; Wan et al., 1996; Facher ef al., 1997; Lukas et al., 1997; McKenzie
et al.,, 1997; Panpadreou et al.,, 1997; Clasen et al., 1998; Hachiya et al.,
1999; Bahl et al., 2000; Ralhan et al., 2000; Yair et al., 2000). embora
existam alguns relatos em amostras de cancer de proéstata, de codlon,
carcinomas de mama, hepatocelulares e de células transicionais invasivas
de bexiga (Gao et al.,, 1995; Watanabe et al.,, 1995; Balbin et al., 1996;
Malkowicz et al.,, 1996; Shi et al.,, 1996; Furutani et al., 1997; Lu et al.,,
1998). Os polimorfismos, ao contrario, ja foram identificados em diferentes
tumores e em individuos normais (Chedid et al, 1994; Shiohara et al.,
1994; Koopmann et al., 1995; Law e Deka, 1995; Li et al., 1995; Mousses
et al, 1995, Tenan et al., 1995, Watanabe et al,, 1995; Akama et al,,
1996, Balbin et al., 1996; Milner et al., 1996; Shi et al., 1996; Shimizu et
al., 1996; Sjalander et al., 1996; Terry et al., 1996; Wan et al., 1996;
Facher et al., 1997, Lukas ef al., 1997; McKenzie et al., 1997; Panpadreou
et al, 1997, Clasen et al.,, 1998; Hachiya et al., 1999; Bahl et al., 2000;
Ralhan et al., 2000; Yair et al., 2000).

A auséncia de mutagbes no gene p21WAFVCPT

nas
amostras de cancer de pele e em outras neoplasias humanas sugere que
tais mutacées nao desempenham um papel importante na origem e na

progressdo tumoral. Por se tratar de um inibidor universal de todas as
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cdks, € possivel que as alteragbes que levam a inativagdo da proteina
sejam t&o deletérias que resultem em morte celular. Por outro lado,
aquelas em regidées nao criticas do gene e, provavelmente, sem efeito
importante, podem ser mantidas na populagdo como polimorfismos, caso
ocorram na linhagem germinativa.

O presente trabalho investigou praticamente toda a regido

JWAFI/CIPT o identificou

codificadora e parte da regido promotora do gene p2
diferentes polimorfismos. Os polimorfismos observados na regiao
promotora incluiram os fenétipos f1°® e f2°R que corresponderam aos
genotipos asas e asa; com as bases G ou G e A, na posicdo 105 da
sequéncia descrita no banco de dados GenBank HSU 50603,
respectivamente. Embora o gendtipo asa; estivesse presente tanto nas

amostras controles (15,4%) quanto nas amostras tumorais (35,8%), o

teste estatistico (x’= 5,67; p= 0.05) revelou que essa frequéncia foi

significativamente maior no ultimo grupo. Tendo em vista que esses
polimorfismos envolvem nucleotideos proximos ao sitio da regido
promotora de ligagdo a proteina p53, eles podem interferir na ativagédo
realizada por essa proteina, bem como por outros fatores de transcrigao,
diminuindo assim a expresséo da p21. E interessante que o gendtipo aza
nao foi observado, o que deve refletir sua baixa frequéncia na populagédo
ou algum efeito fenotipico deletério.

Em relagdo aos polimorfismos da regido codificadora do
gene p21WAFICIPT & importante referir que sua localizagdo é observada
em uma area altamente conservada do gene. Sua conservagio na escala
zooldgica pode ser deduzida do fato da proteina p21 apresentar uma
semelhanga superior a 90% em relagdo ao gene de murinos (El Deiry et
al., 1993; Huppi et al. 1996) e de uma das variantes (referida no presente
trabalho como alelo b2 do exon 2A) corresponder a sequéncia de bases

desse gene no camundongo.
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Nas amostras estudadas, foram identificados ftrés
diferentes polimorfismos na regido codificadora envolvendo dois
nucleotideos do exon 2A (168 e 240) e um do exon 3 (590) da sequéncia
GenBank HSU 03106. Aqueles presentes no nucleotideo 168 sdo mais
frequentemente referidos pela literatura (Chedid et al., 1994; Shiohara et
al.,, 1994; Koopmann et al., 1995; Li et al, 1995; Mousses et al.,, 1995;
Watanabe ef al.,, 1995; Tenan et al,, 1995; Balbin et al., 1996; Milner et
al., 1996; Shi et al., 1996; Shimizu ef al., 1996; Terry et al., 1996, Wan et
al., 1996, Facher et al.,, 1997; Lukas et al., 1997; McKenzie et al., 1997,
Clasen et al.,, 1998; Hachiya et al, 1999; Bahl et al., 2000; Yair et al,

2000). O fendtipo f1?* corresponde ao alelo b; com a base C em

homozigose, ja descrito por El Deiry et al. (1993), Harper et al.(1993) e

Noda et al. (1994), e ao aminoacido serina (AGC) no codon 31 da
proteina. O fenétipo f2?", por sua vez, corresponde a presenca do alelos
bs e by(bases C e A) enquanto o fenétipo f4?* ao alelo b, em homozigose.
No primeiro, dois produtos génicos contendo os aminoacidos serina
(AGC) e arginina (AGA) séo observados; no segundo, apenas aquele com
arginina esta presente. Nesse polimorfismo, ocorre a substituicdo de um
aminoacido sem carga (Ser) para um com carga positiva (Arg), sugerindo
que as proteinas devem ser funcionalmente distintas. E importante
salientar que existe um provavel motivo zinc finger entre os aminoacidos
13 a 41 (El Deiry et al, 1993, Huppi et al., 1994) o que poderia ser
importante para a atividade das p21 variantes. Entretanto, estudos de
transfecgao realizados em linhagens celulares de cancer de pulmao nao
evidenciaram diferengas significativas na atividade inibidora de
crescimento entre os alelos de Ser31 e Arg31 (Chedid ef al., 1994).

O fendtipo f3** corresponde a um polimorfismo no
nucleotideo 240, ainda nado descrito pela literatura e apresenta os alelos

c1 e cz (bases T e C), ambos determinando o mesmo aminoacido treonina
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(ACC ou ACT), no codon 55 da proteina. Este fendtipo foi observado em
apenas uma amostra de carcinoma espinocelular estudada, cuja etiologia
esta diretamente relacionada a exposigcao cronica a radiagdo UV solar.
Sabe-se que a transigcdo C para T ocorre frequentemente em sitios de
dipirimidina, principalmente em conseqiéncia da radiagdo UV (Greenblatt
et al., 1994), o que reforga o papel deste carcinogeno na origem do tumor
estudado.

No exon 3, o fendtipo f2°V correspondeu a um alelo em
homozigose, com substituicdo da base C por T no nucleotideo 590
(GenBank HSU03106) e consequente mudanga do aminoacido Alanina
(GCA) para Valina (GUA), no codon 172 da proteina, mas sem alteragao
de cargas. Esse polimorfismo envolve novamente a transicdo C—T e,
embora raro, ja foi descrito por Shiohara et al. (1994) e por Shimizu et al.
(1996).

A detecgédo de frequéncias similares de variantes da

p21WAF1ICIP1

em amostras controles e em amostras de tecidos tumorais
indica que, ao contrario dos achados de alguns autores (Mousses et
al.,1995; Akama et al.,1996, Sjalander et al., 1996), sua presenga parece
nao ser importante na tumorigénese cutanea. Entretanto, considerando
seu papel como inibidor universal de todas as cdks, ndao & possivel
descartar a hipétese de que sua ocorréncia simultanea com mutagdes em
outros genes acelere o processo neoplasico.

Em relagdo ao gene PTCH, embora varios autores
tenham detectado diferentes mutagdées, em carcinoma basocelular
esporadico e familial (Chindambaram et al., 1996; Gailani et al., 1996;
Hahn et al., 1996¢; Johnson et al.,, 1996; Unden ef al., 1996; Lench et al.,
1997; Wicking et al., 1997; Wolter et al., 1997; Aszterbaum et al., 1998;
Boochai et al., 2000), como em diferentes tipos de neoplasias (Piestsch et
al., 1997; Raffel et al., 1997; Vorechovsky et al., 1997a; Vorechovsky et
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al.,, 1997b; Xie et al.,1997a; Maesawa et al.,1998; McGarvey et al., 1998),
no presente trabalho ndo foi identificado qualquer alterag&o nos exons 3,
8 e 16.

Esse resultado pode estar relacionado com a

sensibilidade da técnica de PCR-SSCP. A identificagdo de mutagdes

também pode ter sido prejudicada pelo tamanho do fragmento

amplificado. Alguns autores referem que os melhores resultados s&o
obtidos em analises de fragmentos de aproximadamente 155pb (Hayashi,
1991). Considerando que os fragmentos relativos aos exons 3, 8 e 16
possuem 313, 256 e 268 pb, respectivamente, o tamanho do produto
pode eventualmente ter influenciado a deteccdo de alteragdes. Uma
evidéncia disso € o grande sucesso na identificagdo de polimorfismos que
exibem substituicdo de uma unica base como no exon 2A do gene
p21WAFICIP1 — cujo fragmento possui 180pb. Nesse caso, a nitidez de
bandas no gel de SSCP foi grande e permitiu a distingdo de padrbes
muito semelhantes.

Um outro fator que poderia estar implicado nesses
resultados, inclui a escolha dos exons a serem avaliados. Embora os
critérios da selecdo entre os 23 exons do gene PTCH, tenham sido

baseados naqueles mais frequentemente mutados em carcinoma

basocelular, essa escolha pode néo ter sido a ideal.
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VI. CONCLUSOES

No presente trabalho, foram investigadas alteracbes do gene
p21WAF1/CfP1

em 40 amostras de pele normal, 17 foliculos pilosos e 32
tumores arquivados em parafina e 21 amostras frescas de tumores.
Também foram investigadas mutagdes do gene PTCH em 43 amostras de
carcinoma basocelular. Foram identificados polimorfismos envolvendo os
nucleotideos 168, 240 e 590 da regido codificadora e o nucleotideo 105
da regiao promotora, além de uma mutagao no nucleotideo 168 da regiao

1WAF1/C;‘P1

codificadora do gene p2 . No gene PTCH, nao foi detectada

qualquer alteragdo. As principais conclusdes do trabalho foram:

1 WAF1/CIP1 foram

Diferentes variantes polimorficas do gene p2
identificadas em frequéncias geralmente similares tanto em amostras
de pele normal como em amostras tumorais, exceto aquela da regiao
promotora do gene. Esse resultado indica que, ao contrario dos
achados de alguns autores, sua presen¢a parece nao ser importante
na tumorigénese cutanea. Entretanto, considerando seu papel como
inibidor universal de todas as cdks, ndo € possivel descartar a
hipétese de que sua ocorréncia simultaneamente com mutagées em

outros genes acelere o processo neoplasico.

. Apenas uma mutacdo em p21V#CP1 foi observada em um caso de
tumor arquivado. A quase auséncia de mutagdes nesse gene pode ser
explicada pelo fato das amostras ndo terem sido submetidas a
microdissec¢do para separagdo das ceélulas tumorais. Também pode
ser explicada porque tais eventos sdo, na realidade, raros,

provavelmente em funcao de seus efeitos deletérios.
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3. Os fendtipos f1°* e 2" da regido promotora do gene p21"WAF/CIP1

estiveram presentes tanto nas amostras controles quanto nas
amostras tumorais, porém a frequéncia do fendtipo f2FR foi
significativamente maior no ultimo grupo. Uma vez que esses
polimorfismos envolvem nucleotideos proximos ao sitio de ligacédo a
proteina p53 no promotor, eles podem interferir na ativacéo realizada
por essa proteina, bem como por outros fatores de transcrigao,

diminuindo assim a expressao da p21.

Foram identificados trés diferentes polimorfismos na regido
codificadora (nucleotideos 168, 240 e 590). Naqueles presentes no
nucleotideo 168, ocorre a substituicdo de um aminoacido sem carga
(AGC) por um com carga positiva (AGA), sugerindo que as proteinas
podem ser funcionalmente distintas. O polimorfismo presente no
nucleotideo 240 ainda nado foi descrito pela literatura e aquele na
posicdo 590 corresponde a uma substituicdo da base C por T,
indicando o papel da radiagdo solar na origem dessa variante nas

familias estudadas.

. Em relagéo ao gene PTCH, embora varios autores tenham detectado
diferentes mutagées, tanto em carcinoma basocelular esporadico ou
familial como em diferentes tipos de neoplasias, no presente trabalho
nao foi identificada qualquer alteragdo nos exons 3, 8 e 16. Esse
resultado pode estar relacionado com a sensibilidade da técnica de
PCR-SSCP. A identificacdo de mutagbes também pode ter sido
prejudicada pelo tamanho do fragmento amplificado ou pela escolha

dos exons que foram avaliados.
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Vil. RESUMO

Os canceres de pele nao-melanociticos, incluindo
carcinomas basocelulares (CBC) e carcinomas espinocelulares (CEC),
compreendem as neoplasias mais comuns na populagdo branca.

Acredita-se que a exposigao cronica a radiagdo solar seja o seu principal

fator etiolégico. Mutagées em genes que participam do processo de
{WAFIICIPY)

reparo de DNA, como o TP53 e genes por ele ativados (p2 .
podem predispor certos individuos ao cancer de pele. Além disso,
mutagdées em genes que participam de outros eventos celulares, incluindo
o PTCH, sao encontradas em pacientes com a sindrome de Gorlin e em
um tergo dos CBCs esporadicos. Os objetivos do presente trabalho foram
investigar, por meio da técnica de PCR-SSCP, a ocorréncia de mutagdes

{WAFI/CIPT (40 amostras de pele

em diferentes regides dos genes a) p2
normal, 17 foliculos pilosos, 32 tumores arquivados em parafina e 21
amostras frescas de tumores) e b) PTCH (17 amostras frescas e 26
arquivadas de CBC). Foram encontrados um polimorfismo na regiao
promotora e trés polimorfismos e uma mutagao na regido codificadora do

1WAFICIP1  Nao foram identificadas alteragdes no PTCH. Os

gene p2
polimorfismos da regido codificadora do gene p21"*F"“"' sa0 frequentes,
porém nao parecem estar relacionados com a tumorigénese cutanea, ao
passo que aqueles da regido promotora podem interferir em sua ativagao

pela proteina p53, bem como por outros fatores de transcri¢ao.

Palavras chaves: cancer de pele; gene p21"AF"CIP1. gene PTCH;

carcinoma basocelular; carcinoma espinocelular

VI. RESUMO
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Viil. ABSTRACT

Nonmelanoma skin cancer (NMSC) including basal cell
carcinoma (BCC) and squamous cell carcinoma (SCC) are the most
common neoplasia among the white population. Exposure to sunlight UV-
radiation is believed to be the principal cause of the NMSC by inducinG
DNA damages. The TP53 tumor supressor gene product is expressed in
response to DNA damage activating transcription of downstream genes
that cause G1 arrest. One of these genes is the p21"AF""CP1 Ajterations in

{WAFICIPT gene would be expected to

the expression or function of the p2
cause aberrant control of cell proliferations and may predispose certain
individual to cancer. Defective genes also may predispose to BCC, as
suggested by point mutations in the PTCH gene detected in the Gorlin
syndrome as well as in one third of sporadic BCC. The objetives of the
present study were investigate mutations a) in thecoding and promotor

1WAFICIPT gene (40 normal skin, 17 hair folicule, 32

regions of the p2
paraffin-embedded skin tumors and 21 fresh tumor) and b) in exons 3, 8
and 16 of the PTCH gene (17 fresh tumor and 26 paraffin-embedded
sporadic BCC), using PCR-SSCP technique. The findings included one
polymorphism in the promotor region and three polimorphisms and one

1 WAF1/CIP1

mutation in the coding region of the p2 gene. Any alteration in the

PTCH gene was identified. Our results indicated that polymorphisms in the

coding region of p21WAF”C’P’ are frequent and not related to skin

tumorigenesis. Otherwise, polymorphisms in the promotor region may
interfere in activation performed by p53, as well as by other transcription

factors.

Key words: skin cancer; p21"# """ gene; PTCH gene; basal cell

carcinoma; squamous cell carcinoma
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