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gene c-Src foi o primeiro proto-oncogene descrito, em galinhas, identificado
como homdlogo celular do gene v-Sr¢, do virus do sarcoma de Rous,
responsavel por transformar células normais em cancerosas. c-Src codifica a

proteina c-Src, uma tirosina-quinase capaz de fosforilar residuos de tirosina em

diversas proteinas, participando da sinalizagdo celular que ativa processos como
a proliferacio de células. O artigo apresenta o gene c-SRC que, em humanos,
localiza-se no cromossomo 20 e a proteina SRC, o membro protétipo da familia
SRC de tirosina-quinases nio receptoras. Mutacdes em genes da familia SRC
tém sido implicadas no desenvolvimento e metistase de tumores humanos e o
conhecimento dessas mutag¢des vem possibilitando tratamentos com terapias-
alvo utilizando inibidores de tirosina-quinases.
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O PAPEL DAS
TIROSINA-QUINASES E
SUAS PRINCIPAIS CLASSES

A maior familia de proteinas em eucariotos
é a das proteina-quinases (proteina-cinases)
que sdo enzimas catalisadoras da fosforilagio
de outras proteinas por meio da transferén-
cia de um grupo fosforil geralmente do ATP
e, em casos excepcionais, de GTP, para um
determinado residuo de treonina (Thr), se-
rina (Ser) ou tirosina (Tyr) da proteina-alvo.
A fosforilagio desses residuos promove even-
tos ou sinaliza¢des extra e intracelulares, que
fornecem um mecanismo altamente eficiente
para o controle da atividade de proteinas. A
remogio de grupos fosforil dessas proteinas
é catalisada por proteina-fosfatases. Para
que se tenha uma ideia da magnitude desses
eventos, cerca de 30% de todas as proteinas
humanas contém fosfato em ligagio covalen-
te e 0 genoma humano codifica em torno de
520 proteina-quinases e em torno de 150
proteina-fosfatases.

Proteinas tirosina-quinases (PTKs, do in-
glés protein tyrosine kinases) podem regular a
divisio celular, diferenciagio celular, adesio
celular, crescimento celular, respostas ao es-
tresse, apoptose, transporte de fons e sina-
lizagio extracelular, entre outros processos.
PTKs sio envolvidas na sinalizagio celular e,
como o nome indica, fosforilam residuos de
tirosina. No estado ativado, as tirosina-qui-
nases fosforilam a si e a determinadas protei-
nas mediadoras que ativam cascatas de ou-
tras fosforilagoes. H4 duas classes principais
dessas enzimas: tirosina-quinases receptoras
(proteinas transmembrana, ativadas por um
ligante extracelular); tirosina-quinases nio
receptoras (proteinas citoplasmdticas, regu-
ladas por diferentes mecanismos).

As tirosina-quinases citoplasmaticas repre-
sentam um terco das tirosina-quinases e sio
enzimas ativadas por certos receptores de
superficie celular (receptores associados a
tirosina-quinase) que transmitem o sinal do
receptor adiante por meio da fosforilagio de
proteinas-alvo citoplasmdticas nas cadeias
laterais de tirosina. Os receptores associados
a tirosina-quinase nio tém atividade enzim4-
tica intrinseca, mas recrutam, diretamente,
proteinas tirosina-quinases citoplasmdticas
para transmitir o sinal.

As principais familias de PTKs ndo recep-
toras incluem SRC, ABL e JAK. A fosfori-
lagio de proteinas por tirosina-quinases nio
receptoras é reversivel e frequentemente uti-
lizada para controlar os sinais intracelulares
para o nucleo induzindo alteragdes confor-
macionais no local de ligagio ativo das pro-
teinas fosforiladas, provocando a ativagio ou
inibi¢io da atividade.

O GENE SRC

Ha pouco mais de um século, Peyton Rous
descobriu que um sarcoma em galinhas do-

O termo Sarcoma deriva do

mésticas era transmissivel de uma ave a outra
pelo extrato do tumor passado por um filtro
muito fino para conter células de galinha
ou mesmo bactérias. Em outras palavras, o
agente indutor do tumor era um virus, mais
tarde conhecido como o Virus do Sarcoma
de Rous (RSV). Ao longo dos 20 anos se-
guintes, os estudos sobre RSV renderam
uma mistura incrivelmente rica de informa-
¢oes novas e surpreendentes, dentre as quais
a de que a transformacao celular era cau-

grego e significa “crescimento
carnoso”. E um tipo de cancer
relativamente raro, causado
pela proliferacdo de células
de origem mesodérmica, que
pode atingir ossos, masculos,
cartilagens, tecido adiposo e
vasos sanguineos. Pode ser
encontrado em qualquer parte
do corpo, mas & mais comum
desenvolver-se nas pernas e
bracos.

Transformacao celularé o

sada por um tnico gene (v-Src).

Na década de 1970, um trabalho conjunto
de J. Michael Bishop e Harold Varmus vi-
sou produzir uma sonda de DNA que re-

processo de conversao de uma
célula normal em uma célula
contendo alguns ou muitos
dos atributos de uma célula
cancerosa.

Sonda de DNA é um DNA

conhecesse especificamente, no genoma de
RSV, sequéncias associadas A transformacio
(ou seja, sequéncias Src), para compreender
melhor suas origens e fungdes. Porém, ao fi-
nal do experimento, houve uma interessante
surpresa. Os pesquisadores observaram que
as sequéncias Src também estavam presentes
nas células nio-infectadas. Apés uma cuida-
dosa caracteriza¢io dessas sequéncias Sre,
ficou estabelecido que elas ocorrem normal-
mente em galinhas, além de em outras aves e
mamiferos, variando apenas o grau de simi-

laridade.

O gene c-Src, que codifica a proteina tiro-
sina-quinase nio receptora c-Src, foi o pri-
meiro proto-oncogene a ser descrito, ao

fita simples, de tamanho
pequeno (geralmente entre 50
e 300 bases), que esta marcado
com uma substancia radiativa
ou conjugado a um produto
que permita sua posterior
visualizacdo. Assim, o objetivo
de uma sonda é encontrar
(hibridizar com) um trecho

de um DNA para o qual ela

seja pelo menos parcialmente
complementar e, em seqguida,
permitir que sua localizagdo seja
identificada.

Proto-oncogene & um

ser identificado como o homélogo celular de
v-Src, o fator de transformagio do retrovirus
do sarcoma de Rous. Em humanos, o ¢-SRC
localiza-se no brago longo do cromossomo
20 (banda 20q11.23) (Figura 1), é consti-
tuido por 61,36 kb, entre os pares de bases
37.344.685 e 37.406.045, apresentando 14

éxons.

gene envolvido no crescimento
(proliferacao) celular normal.
Mudancas (mutagdes) em

um proto-oncogene podem
fazer com que ele se torne

um oncogene, o que pode
causar o crescimento de células
cancerosas.
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Splicing alternativo &

Um processo que integra a
regulacdo da expressao génica,
no qual certos éxons podem ser
incluidos ou excluidos do RNAm
produzido por determinado
gene, resultando na codificacao
de mais de uma proteina por
um mesmo gene.

Isoformas sao formas

O RNA transcrito primario contém introns
e éxons. Antes que ocorra a tradugio, os
introns precisam ser removidos e os éxons
do transcrito sio, entio, ligados uns aos
outros, do que resulta 0 mRNA maduro.
Esse complexo processo de recomposicio é

chamado splicing. O transcrito primério do
gene SRC sofre um splicing alternativo,

produzindo dois mRNA maduros, cada
um a partir de 12 éxons. Como resultado
podem ser sintetizadas duas isoformas da

distintas de uma proteina, que
podem ser geradas por genes
diferentes, porém relacionados,
ou geradas pelo mesmo gene
através do processo de splicing
alternativo. As isoformas
podem ser expressas em
compartimentos subcelulares
diferentes ou em tecidos
diferentes.

proteina SRC.
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Figura 1.

Localizacao do gene SRC.

Sdo mostradas as bandas do
cromossomo 20, com a seta
indicando a localizacdo do gene
na banda 20q11.23.

Sequéncia candnica é a

A PROTEINA SRC

A proteina ¢-SRC é uma tirosina-quinase
nio receptora, produto de expressio do gene

sequéncia consenso usada para
descrever todos os produtos
proteicos codificados por um
gene em determinada espécie.
A escolha dessa sequéncia
baseia-se em critérios como

a maior prevaléncia e maior
semelhanca com sequéncias
relacionadas encontradas em
outras espécies.

c-SRC. Apresenta duas isoformas, como
produtos de splicing alternativo (Tabela 1).

A isoforma 1 tem massa de 59.835 Da, 536
residuos de aminoacidos e o comprimento

Tabela 1.

Relagdo dos éxons de SRC,

com sua variacdo de tamanho e
participacao na codificagao das
duas isoformas da proteina SRC.

Comprimento
(ne de nucleotideos)

183
254
100
18
99
104
150
156
180
77
154
132
2262
14 2880

;;:E;uooo\lmm.wa—AE

total da sua sequéncia codificante correspon-
de a 1.608 nucleotideos. A Isoforma 2 tem
massa de 60.589 Da, 542 residuos de ami-
noicidos e o comprimento total da sequén-
cia codificante corresponde a 1.626 nucleo-
tideos. A isoforma 1 foi escolhida como a
sequéncia canonica (Figura 2).

Codificando para Codificando para
Isoforma 1 Isoforma 2

X
X
X

X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X

“X” indica participacdo.
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10 20 N " 50
MGSNKSKPRD ASQRRRSLEP AFNVHGAGGG AFPASQTPSK PASADGHRGP A Ala Alanina
60 70 80 90 100 C Cys Cisteina
SAAFAPAAAF PRLFGGFNSS DTVTSPQRAG PLAGGVITFV ALYDYESRTE D Asp Ac. Aspartico
110 120 130 140 150 E Glu Ac. Glutamico
TDLSFRKGER LQIVNNTEGD WWLAHSLSTG QTGYIPSNYV APSDSIQAEE F Phe o e
160 170 180 190 200 G Gly Glicina
WYFGRITRRE SERLLLNAEN PRGTFLVRES ETTRGAYCLS VSDFDNARGL H His Histidina
210 220 230 240 250 .
1 lle Isoleucina
NVEHYRIRKL DSGGFYITSR TQFNSLQQLV AYYSKHADGL CHRLTTVCPT -
K Lys Lisina
260 270 280 290 300 .
L Leu Leucina
SKPQTQGLAK DAWEIPRESL RLEVKLGQGC FGEVWMGTWN GTTRVAIKTL —
310 320 330 340 350 o] i Menon”?a
KPGIMSPEAF LQFAQVMRKL RHERKLVQLYA VVSEEPIYIV TEYMSKGSLL N Asn Asparagina
360 370 380 390 400 P Pro Prolina
DFLRGETGRY LRLPQLVDMA AQTASGMAYV ERMNYVHRDL RAANTLVGEN Q Gln Glutamina
410 420 430 440 450 R Arg Arginina
LVCRVADFGL ARLIEDNEYT ARQGARKFPIK WIAPEAALYG RETIRSDVWS S Ser Serina
460 470 480 490 500 T Thr Treonina
FGILLTELTT KGRVPYPGMV NREVLDQVER GYRMPCPPEC PESLHDLMCQ Vv Val Valina
510 520 330 w Trp Triptofano
CWRREPEERP TFEYLQAFLE DYFTSTEPQY QPGENL Y 1T Tirosina
Figura 2.

A proteina c-SRC é 0 membro protétipo de
uma familia de nove tirosina-quinases nio
receptoras (SRC, FYN, YES, LYN, LCK,
HCK, BLK, FGR, FRX) que partilham a
mesma estrutura de quatro dominios: o do-
minio catalitico (dominio quinase — SH1),
que contém o sitio ativo da tirosina-quinase;

dois dominios que permitem a intera¢io com
outras proteinas (SH2 e SH3); o dominio
inico, que varia entre os membros da familia.
A extremidade aminoterminal (N-terminal)
inclui um sitio de miristilacdo, com impor-

Aminoacidos da proteina SRC. A
esquerda, a sequéncia candnica
de aminoacidos da proteina SRC
humana. A direita, a relacdo

dos aminoacidos com suas
abreviacoes.

Miristilacdo é uma

tincia no ancoramento da proteina A porgio
citosol da membrana.

N

.

SH2 = SH1: QUINASE

SH3 »

miristoil

modificacdo pos-traducional
de proteinas que possibilita a
proteina modificada interagir
com um receptor de membrana
ou com a propria bicamada
lipidica. Essa modificacao
consiste na transferéncia de
uma cadeia lipidica derivada
do acido miristico (C1aH2802),
mediada pela proteina
N-miristoil transferase, para
o aminoacido glicina no
N-terminal da proteina.

Figura 3.
Estrutura de dominios da familia
SRC de proteina-quinases.
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Fatores de crescimento

As pesquisas bioquimicas do gene SRC e da
proteina que ele codifica, bem como das outras

identificados receptores utilizados pelas célu-
las para fatores de crescimento e também

sao moléculas geralmente
proteicas, relacionadas ao
controle do ciclo celular

pela ligacdo a receptores de
superficie celular especificos
apresentados pela célula. Além
de estimular a proliferacao
celular (crescimento),
influenciam na migragdo e
diferenciacao de células.

proteina-quinases da familia SRC, indicaram
como a sinalizagio celular utiliza fatores de
crescimento (Figura 4). Dessa forma, foram

as vias de sinalizagio intracelular relacionadas
ao controle da proliferacio tanto de células
normais quanto de células malignas.

4— Fator de crescimento
4— Receptor

PROLIFERACAO CELULAR M

MAPK

Figura 4.

Representacao simplificada
dos componentes de uma
cascata de sinalizacdo para
proliferacao celular incluindo a
participacao de SRC. Além de
SRC, outras proteina-quinases
(Shc, Grb2, SOS, RAS, RAF e
MAPK) participam dessa via de
sinalizacdo cujo resultado final
é a proliferacao celular.

Pleiotropica é a condicao

genética em que um Gnico gene
interfere sobre as manifestacoes
de varias caracteristicas.

Uma proteina quinase caracteriza-se pela ca-
pacidade de fosforilar multiplos substratos.
No caso particular de SRC, ji sio mais de
50 diferentes substratos proteicos descritos.
A proteina SRC apresenta, entdo, uma agio
pleiotropica, uma vez que cada substrato

por ela fosforilado pode ser alterado e con-

tinuar alterando as atividades de seu préprio
grupo de alvos, abaixo na cascata de sinali-
zagao.

RELACAO DE SRC
COM O CANCER

Considera-se que alteragdes genéticas nos
sistemas reguladores do ciclo celular sio o
mecanismo primdario da carcinogénese (de-
senvolvimento do cincer). Neste sentido,
duas classes de genes e suas mutagdes sio
fundamentais na origem de um tumor: os
proto-oncogenes e 0s genes supressores tu-
morais. Os proto-oncogenes sio genes que

normalmente ajudam as células a proliferar.
Entretanto, quando um proto-oncogene so-
fre mutagdo, sua expressio torna-se amplia-
da (passa a ser um oncogene), aumentando
os niveis de seu produto (oncoproteina) e,
dessa forma, contribui para a proliferacio
celular exagerada. Os genes supressores tu-
morais sio reguladores negativos do ciclo ce-
lular, atuando como “freios” para manté-lo no
ritmo normal. Caso ocorram mutagdes com
perda de fungio nesses genes supressores tu-
morais, a proliferacio tende a acelerar.

A tirosina-quinase SRC atua como regula-
dor positivo do ciclo celular. Como ja men-
cionado, SRC aparece como componente de
uma cascata de sinalizacio para proliferacio
celular. A proteina SRC, por sinal, foi a pri-
meira oncoproteina a ser estudada, permitin-
do aos pesquisadores uma visio inicial sobre
os mecanismos que levam células normais a
transformar-se em células cancerigenas.
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O proto-oncogene ¢c-SRC tem sido forte-
mente implicado no desenvolvimento, pro-
gressio e metdstase de diversos tumores
humanos, incluindo o cincer géstrico, o
colorretal, o de cérebro, mama e pincreas,
podendo desempenhar um papel central
nos processos que resultam nesses cince-
res. Acumulam-se registros de que tanto os
niveis de proteinas SRC quanto, em maior
grau, a atividade dessas quinases, estio fre-
quentemente aumentados em tecidos tumo-
rais humanos quando comparados aos teci-
dos normais adjacentes. Além disso, parece
haver uma correlagio positiva entre os niveis
de proteinas SRC e os estigios da doenga.

Sabe-se hoje que quinases SRC podem ser
ativadas por certas unidades de proteina G.

A habilidade dos receptores acoplados 2

proteina G (GPCRs, do inglés G protein-
-coupled receptors) em ativar rotas mitogéni-
cas sugere que a desregulagio da sinalizagio
por esses receptores, ou das préprias pro-
teinas G associadas, também pode contri-
buir para a transformacio celular e carcino-
génese.

A medida que mecanismos envolvidos
nas mutagdes de genes que codificam para
PTKs foram sendo elucidados, passou a
ser possivel o tratamento de virias patolo-
gias em que ocorrem tais mutagdes focado
na terapéutica-direcionada com inibidores
das PTKs. Uma vantagem desse tipo de
terapéutica farmacoldgica em relagio a qui-
mioterapia estd na sua especificidade para o
alvo, contribuindo para uma diminuicio da
toxicidade.

O Imatinibe (Glivec®) foi o primeiro inibi-
dor de PTKSs aprovado pela FDA (Food and
Drug Administration) nos Estados Unidos,
em 2001, tendo apresentado um grande im-
pacto, por exemplo, no tratamento da leuce-
mia mieloide cronica (LMC). Em mais de
90% dos pacientes com LMC, o gene hibri-
do BCR-ABL produz a proteina BCR-ABL
com atividade de tirosina-quinase elevada,
responsével pela patogénese da doenga. O
Imatinibe é capaz de inibir a atividade tiro-
sina-quinase de algumas proteinas, incluin-

do a BCR-ABL.

Ao longo de mais de uma década a classe far-
macoldgica dos inibidores de PTKs experi-

Proteina G é uma classe

mentou uma franca expansio, de modo que
varios novos firmacos foram aprovados e
outros encontram-se em fases avancadas de
testes. O Dasatinibe (Sprycel®), por exem-
plo, tem a¢io inibidora contra BCR-ABL
e quinases da familia SRC, e foi aprovado
para o tratamento de adultos com LMC
com intolerdncia ou resisténcia ao Imatini-

be; o Lapatinibe (Tykerb®), aprovado para
pacientes com cincer de mama avangado
ou metastitico; o Apatinibe, atualmente

de proteinas citosolicas

com funcdo importante na
transducdo de sinais celulares.
O uso da letra G na sua
identificacdo relaciona-se ao
fato de funcionarem como
chaves moleculares, alternando
entre um estado inativo de
ligagdo com uma guanosina
difosfato (GDP) e outro ativo
com uma guanosina trifosfato
(GTP).
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Angiogénese é a formagao
de novos vasos sanguineos.
Esses vasos recém-formados
tanto podem penetrar no
tumor quanto podem ser
periféricos. Sem a ocorréncia
de angiogénese, o tumor

nao poderia desenvolver-se
plenamente e muito menos
proliferar em outros orgaos.

em fase III de pesquisa clinica (dltima fase
antes da comercializagido), para tratamento
de adenocarcinoma géstrico metastético.
O principal mecanismo de agio desses me-
dicamentos tem como base o bloqueio do
local de ligagio do ATP das PTKs. Com o
bloqueio do local, as PTKs nio conseguem
transferir fosfatos para os residuos tirosina.
Por sua vez nio ocorre transdugio do sinal

e, consequentemente, nio ocorre prolifera-
¢io celular, nem angiogénese.
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