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O mieloma multiplo (MM) & uma doenga neoplasica maligna que se desenvolve
em células linfocitarias de linhagem B, em sua fase mais evoluida, chamada de
plasmocitaria. Ele é caracterizado pela triade formada por infiltracdo plasmocitaria de
medula 6ssea (MO), produgdo de imunoglobulinas (lgs) monoclonais e lesGes
osteoliticas.

O MM n3o tem ainda bem esclarecida sua patogénese e etiologia. Fatores
diversos sao relacionados para justificar a carcinogénese nesta patologia. Mutagdes no
gene N-ras estdo presentes em aproximadamente 20 a 30 % dos pacientes com esta
doenca ao diagnéstico, além de acometimento maior quando de atividade do MM.

Neste trabalho, investigamos mutagdes no proto-oncogene N-ras em 44
pacientes com diagnostico de MM. A metodologia utilizada foi a de amplificacdo do
fragmento do gene N-ras através de PCR e determinacao da sequéncia por meio de
sequenciamento automatizado.

Em nossa investigacdo ndo encontramos nenhuma mutagdo do gene em
questao.

Concluimos que a auséncia de mutagdes no gene N-ras indica, aparentemente,
que seu papel no é fundamental na etiopatogenia desta populagao brasileira avaliada.
Este resultado pode sugerir também uma peculiaridade quanto ac uso da terapia génica

que aborde N-ras nestes pacientes.



SUMMARY




Various authors met gene ras mutation in MM patients, mainly at N- and K-ras.
The incidence is variable, but a median result is 30-40% at presentation, and until 70%
in cases of relapse.

The aim of this study was the determination of the frequency of mutation of the
hot-spots codons 12,13 and 61 N-ras proto-oncogene. We studied the bone marrow
DNA from 44 patients with multiple myeloma.

We used DNA sequencing methodology for identification of mutations at N-ras
gene. The positive-control was a patient with mutation at codons 12 and 13 of N-ras
gene from a previous investigation in our laboratory. We didn’t find oncogenic
mutational alterations.

The result suggests that the mutations of N-ras gene are not fundamental

importance for pathogenesis of multiple myeloma in the Brazilian population avalied.
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MIELOMA MULTIPLO

CONSIDERACOES GERAIS

O MM, também conhecido como mieloma de células plasmocitarias,
mielomatose ou doenca de Kahler (KYLE,1995), € uma proliferagéo neoplasica maligna
caracterizada pela expansdo de PLs monoclonais que se disseminam pela MO,
causando lesoes liticas e produzindo Igs monoclonais (SUKPANICHNANT et al., 1994;
BOCCADORO & PILERI, 1997; LINKER, 2001). Pertence a um grupo de desordens
referidas como discrasias plasmocitarias, que englobam condi¢cdes benignas, tal como
a gamopatia monoclonal essencial, que em cerca de 18% dos casos pode evoluir para
neoplasias plasmocitarias (PASQUALETTI et al.,, 1996), até situagbes de grande
gravidade e malignidade como a leucemia plasmocitica (BARLOGIE et al., 2001). Por
sua vez, as discrasias plasmociticas fazem parte de uma grande classificagdo de
neoplasias linféides, mais especificamente de células B (HARRIS et al,, 1999). Nesta
mesma nova proposta de classificagdo de neoplasmas hematoldgicos, sugerida pela
Organizagdo Mundial de Saude, em 1997, as desordens plasmociticas seriam
subdivididas em variantes como mieloma indolente, mieloma osteoesclerético,
plasmocitoma solitario, mieloma nao-secretor, entre outros. Essa classificagdo basear-
se-ia em uma combinacdo de aspectos morfolégicos, imunofenotipicos, genéticos e

clinicos (DIMOPQULOS et al., 2000).

QUADRO CLINICO
Os sintomas observados habitualmente sdo dor 6ssea (por fraturas e pelas

lesbes liticas), reducdo de peso, fraturas patologicas e aqueles referidos a
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hipercalcemia. A maioria dos pacientes tem evidéncia radiologica de ostedlise afetando
o cranio, as costelas, os corpos vertebrais, a pelvis e os ossos longos ao diagnostico
(CROUCHER & APPERLEY, 1998). Mais de 50% dos pacientes apresentam as
fraturas vertebrais por enfraquecimento 6sseo difuso. A fisiopatologia mais aceita para
explicar tal processo é um excesso na reabsorcdo oOssea associado a infiltragdo
tumoral. A interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF) s&o as principais
citocinas envolvidas no desencadeamento e manutengdo da atividade osteoclastica
(LORENZI, 1998; FELIERS et al., 1999). Essas citocinas, como a interleucina-6 (IL-6),
que é considerada o principal fator de estimulo e de sobrevida das células
mielomatosas, s@o produzidas pelos proprios PlLs patologicos e pelas células
acessorias da MO (células estromais e histiocitarias), mantendo a base citocina-
atividade osteoclastica (BERGER & HAWLEY, 1997; NISHIMOTO et al, 1997;
PAPADAKI et al., 1997: PATTENGALE, 1997, GUISE & MUNDY, 1998). Outros
autores detectaram o aumento da IL-7, IL-10 e de fator de crescimento transformador
(TGF-B1) em pacientes com MM (KRONING et al., 1997).

A anemia provoca cansago e fadiga. Pode acometer cerca de 2/3 dos pacientes
ao diagnostico. Além da infiltragdo de ceélulas tumorais em MO prejudicando a
eritropoiese, a produgdo de IL-1, TNF-beta e IL-6 também participam na fisiopatologia
da anemia nestes casos. A eritropoietina tem sua produgdo diminuida pelas citocinas
acima relatadas, assim como pela insuficiéncia renal (BARLOGIE et al., 2001).

A insuficiéncia renal pode provir da deposicdo de cadeias leves de
imunoglobulinas e ao excesso de célcio, no tecido renal. Com a quantidade aumentada
de cadeias leves monoclonais, ha uma precipitacdo destas substancias em tubulos
distais e coletores, formando cilindros que poderéo, por sua vez, levar a insuficiéncia

14



renal por mecanismos obstrutivos, potencializados por quadros de desidratacdo. A
hipercalcemia, presente em até 25% dos pacientes ao diagndstico, é causa importante
de disfuncao renal em pacientes com MM. A hiperuricemia também pode contribuir
para esta complicagdo, pela deposicdo de cristais de urato nos tubulos distais,
coletores e ureteres. A amiloidose ocorre em 10 a 15% dos casos, podendo ser um
fator a mais no prejuizo da atividade renal. A proteinuria de Bence-Jones é detectavel
em cerca de 75% dos pacientes, sendo que a creatinemia esta elevada em mais da
metade dos pacientes (FOERSTER & PARASKEVAS, 1999).

Susceptibilidade maior a infeccdes por bactérias Gram positivas e negativas €
observada, sobretudo no tecido respiratério e urinario. Pacientes com MM tem sua
capacidade de resposta humoral alterada aos estimulos antigénicos, tendo baixos
niveis de Igs normais. Diatese hemorragica (epistaxes e purpuras) pode ocorrer em
decorréncia, geralmente, de trombocitopenia ou por inabilidade plaquetaria secundaria
a presenca de proteinas monoclonais afetando a agregacdo das plaquetas. Este
achado pode atingir cifras de até 30% dos casos, especialmente em mieloma de IgA
(KYLE, 1995).

Manifestacdes neurologicas, especialmente sensacbes de parestesias, sao
consequéncias de compressdo de nervos cranianos ou da medula espinhal pelas
massas tumorais (HARRIS et al., 1999, BARLOGIE et al., 2001).

Hiperviscosidade é observavel em MM, embora seja mais relacionado a
Macroglobulinemia de Waldestrom. Esta alteracdo provoca sintomas referentes a
disturbios circulatérios cerebrais, pulmonares e renais. A IgA tem maior tendéncia a

formacdo de polimeros, permitindo, assim, uma maior incidéncia de sindrome de
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hiperviscosidade em pacientes com MM produtor de IgA, em comparagdo a aqueles
produtores de IgG (BARLOGIE et al., 2001).

A amiloidose, caracterizada pela deposicdo de fibrinas de proteina insoluvel
(amiléide) em érgaos e tecidos, sobretudo do tipo bioguimico de cadeias leves pode ser
vista em cerca de 10% dos casos de MM (KYLE, 1995; CHRISTOU et al., 1999). Sitios
extramedulares podem ser infiltrados por populagdes de células mielomatosas. CHEN
et al. (1998), relataram plasmocitoma extramedular solitario em retroperitdneo. Tais
eventos sdo relativamente raros, tendo uma freqiéncia de menos de 3% de todos os
casos de neoplasias plasmocitarias. Outra rara variante de discrasias plasmocitarias €
a n3o-secretora (BOSMAN et al., 1996). Casos de MM IgM s&o poucas vezes vistos
(HAGHIGHI et al., 1998). Outra situagdo pouco usual € o MM familiar, quando ha
ocorréncia de dois ou mais membros da mesma familia com a doenca (DESHPANDE

et al., 1998).

EPIDEMIOLOGIA

O MM responde por cerca de 1% de todas as neoplasias malignas e 10% dos
canceres hematoldgicos (FRENCH et al., 2000). A incidéncia anual numa populagao de
100.000 habitantes atinge 3 a 4 casos novos (KYLE, 1996). A idade meédia de
acometimento & 65 anos, sendo que menos de 3% estdo na faixa abaixo de 40 anos.
S30 raros os relatos de MM em individuos na segunda década de vida (BARLOGIE et

al., 2001). A incidéncia aumenta de 7 a 8% em pessoas acima de 65 anos

(BOCCADORO & PILERI, 1997). A frequéncia em negros € de cerca de duas vezes a

de brancos. E discretamente mais freguente em homens que mulheres. O MM ocorre
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em todas as racas e areas geograficas, embora a incidéncia seja menor em

populagdes asiaticas.

BIOLOGIA DO MM

O MM é uma neoplasia que afeta a etapa diferenciada de células B, evoluindo
por diversas fases desde o inicio do processo carcinogénico até o reconhecimento
diagnostico (HALLEK et al., 1998).

Os linfécitos B representam 5-15% da populagéo de linfocitos circulantes e séo
classicamente definidos pela presenca de imunoglobulinas localizadas na membrana
superficial onde atuam como receptores especificos de antigenos (ROITT et al., 1997).

A vida das células B é dividida em duas etapas. A primeira, antigeno-
independente, ocorre na MO e engloba precursores de linfécitos B, que adquirem
receptores de superficie antigeno-especificos. Na MO as células B amadurecem em
intima associagdo com as células reticulares do estroma, favorecendo sua
diferenciacéo (LeBIEN, 2000). A maioria das celulas B (mais de 75%) em processo de
amadurecimento na MO ndo chega a circulagdo, sofrendo um processo de morte
celular programada ou apoptose, sendo fagocitadas pelos histiécitos (ROITT et al.,
1997). A segunda fase ocorre em érg&os linfoides secundarios (linfonodos, tonsilas,
placas de Peyer e baco) onde acontece a apresentacdo dos antigenos. Esta ligagcao
inicia a ativagao de células B, com consequente proliferacao e maturacéo, o que leva a
formacdo de células B de meméria ou PLs secretores de anticorpos (DUCHOSAL,
1997).

Apos a ativagdo de linfocitos B e T por antigenos ou mitégenos, provoca-se

nestas células o desencadeamento do processo de diferenciacéo. Blastos de origem B
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amadurecem em células formadoras de anticorpos que, por sua vez, terminam por se
diferenciar em PLs, com a efetiva produgdo de Igs (KLEIN, 1998). Alguns destes
linfocitos B ativados sdo selecionados para terem a fungdo de meméria, nao se
envolvendo na resposta humoral, de liberagéo de anticorpos, propriamente dita. Os PLs
s3o raramente encontrados na circulagdo, estando restritos aos tecidos e Orgaos
linfoides secundarios (KAWANO et al., 1993). Os anticorpos produzidos por um PL
possuem uma unica especificidade, pertencendo a uma unica classe de Igs. Os PLs
de vida curta duram cerca de 3 dias e s&o eliminados pelo mecanismo de apoptose,
apos secretarem |g habitualmente do tipo IgM. Outras células B ativadas entram nos
centros germinativos de tecidos linféides secundarios e sao estimulados a adquirir
rearranjo hipermutante das sequéncias V dos genes das Igs, o que possibilita o
desenvolvimento de outros tipos de Igs (G, A, D e E). Os plasmoblastos que sofrem tais
modificacbes retornam para a MO, onde interagem com as células estromais para
assim. diferenciarem-se em PLs de vida longa. Estes sobrevivem, em meédia, 30 dias
(HALLEK et al., 1998; RUDIN & THOMPSON, 1998).

As células plasmaticas malignas do MM esté&o localizadas na MO intimamente
ligadas as células estromais, sendo raramente vistas em outros orgdos. Na MO, as
células mielomatosas e as células estromais secretam citocinas e interagem atraves de
moléculas de adesdo (MELLSTEDT, 2000), ativando outras celulas, inclusive
osteoclastos, que déo suporte ao crescimento € sobrevivéncia das células do mieloma
e levam as complicagdes associadas com a doenga, sobretudo as fraturas patologicas

e a hipercalcemia (AMIEL et al., 1999; LAMY et al., 2001).
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ETIOPATOGENIA

Um processo multifatorial € de multiplas etapas podem estar envolvidas na
transformacdo maligna do MM (HALLEK et al., 1998). Mutagbes ocorridas durante o
processo de proliferagéo celular podem propiciar o acumulo de danos génicos.

Existe uma grande complexidade de alteragbes, desde ativagoes oncogénicas
secundarias a mutagoes de ponto até anormalidades cromossomicas grosseiras.
Alteracdes oncogénicas podem envolver o bcl-1, o bcl-2, o c-myc, que promovem a
reducédo de apoptose, com consequente aumento de carga populacional de células B e
PLs (WITZIG et al., 1999). Mutagdes no gene ras podem ter participacao importante na
patogénese do MM pela ativacéo excessiva e manutencdo de processo proliferativo
celular. Mutages dos genes supressores de tumores (GSTs) p53 e do rb1 podem ser
detectadas por meio do método de Hibridizagéo in situ com Fluorescéncia (FISH),
porém em baixa frequéncia (ANDERSON, 1993). A identificagéo e caracterizagao dos
genes envolvidos nas distintas alteragbes citogenéticas e sua relagdo com OS
oncogenes e GSTs poder&o proporcionar um melhor entendimento da base molecular
do MM, com consequente definigdo de alvos terapéuticos mais especificos, sobretudo

na area de terapia génica e imunoterapia (FEINMAN et al., 1997).

ESTADIAMENTO E PROGNOSTICO

Os varios sistemas de estadiamento sugeridos habitualmente utilizam dados
clinicos e laboratoriais, tais como concentracdo de hemoglobina, os niveis de proteina
na urina e no sangue, a presenca de hipercalcemia, a extensao de doenga Ossea € a
creatinemia (BARTL et al., 1991; SUKPANICHNANT et al., 1994; BARLOGIE et al.,

2001).
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O sistema de estadiamento de Durie-Salmon é um dos mais utilizados ja ha mais
de 20 anos, permitindo boa interpretagéo dos testes terapéuticos de acordo com 0s
estadios dos pacientes (DURIE & SALMON, 19795).

O progndstico dos pacientes com MM é pobre, com uma sobrevida média de
cerca de 3 anos. A taxa de sobrevida em 5 anos € de cerca de 25% e de 5 % em 10
anos com o tratamento convencional (TSUCHIYA et al., 1994; ANDERSON et al.,

1999; SAMPSON et al., 2001).

TRANSDUGAO DE SINAIS

A transducdo de sinais pode ser entendida como a transmisséo de sinais,
processo que envolve uma interagcdo de um ligante extracelular com uma proteina
receptora transmembrana (DHANASEKARAN,1998). Esta possui dominios em ambos
os lados da membrana, fazendo o papel de ponte entre os meios externo e intemo da
célula, fundamental para que a unidade celular esteja sintonizada € em comunicagao
com as outras células do organismo (LEWIN, 2001; PASSARGE, 2001). Este processo
assegura a inclus@o da célula no contexto multicelular, onde é fundamental garantir a
capacidade de crescimento, diferenciag&o, fungoes especificas para diferentes tipos de
células e resposta apropriada a estimulos externos (KARP, 1999; UINGS & FARROW,
2000; GRIFFITHS et al., 2001).

A interacdo com o ligante - moléculas ou macromoléculas que podem ser
horménios, ions, proteinas, tais como epinefrina, glucagon, serotonina, acetilcolina,
eritropoietina e interferon - converte o receptor de um estado inativo para uma forma
ativa (LODISH et al., 2000; RAW & HO, 1999). A interacdo com o ligante no lado
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extracelular influencia a atividade do dominio do receptor no lado citoplasmatico. Este
processo, mais especificamente, € considerado transducdo de sinal, pois o sinal é
transduzido através da membrana. O sinal citosélico pode ativar uma série de proteinas
ou determinar o aumento da quantidade de uma molécula no interior da célula. Uma
molécula produzida em resposta a transdugdo de sinal ganha o nome de mensageiro
secundario (o primario é o ligante extracelular) (LEWIN, 2001).

Um grande grupo de proteinas transdutoras de sinal € o dos receptores
tirosina-quinases (RTKs). Em seus dominios citosélicos, ha uma atividade enzimatica
realizada pelas proteino-quinases, que tem a capacidade de adicionar um grupo fosfato
a um aminoacido de uma proteina-alvo, processo conhecido como fosforilagao. 0
fosfato é fornecido pela hidrélise de ATP em ADP (KISHIDA et al., 1997).

Os RTKs possuem como ligantes hormonios ou proteinas/polipeptideos soluveis
ou ligados @ membrana. O fator de crescimento neural (NGF), o fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de
crescimento epidermal (EGF) e a insulina s&o alguns desses mensageiros primarios. A
ligagdo de uma destas citocinas a este tipo de receptor estimula a atividade tirosina-
quinase intrinseca do receptor, com consequente modificacdo conformacional da
proteina, o que desencadeia a cascata de transdugao de sinal levando a alteragdes na
conformacgéo estrutural de outras proteinas, que finaimente induzem modificagbes de
ativadores transcricionais e repressores, atuando na fisiologia celular e/ou padroes de
expressao génica (LODISH, 2000; GRIFFITHS et al., 2001).

As vias sinalizadoras dos RTKs apresentam um grande espectro de fungées que
incluem a regulacdo de proliferagéo e diferenciagéo celular, a promogao de sobrevida

celular e a modulacdo do metabolismo celular (KARP, 1999).
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Os RTKs compreendem um dominio extracelular contendo um sitio comunicante
com o ligante, uma faixa transmembrana e outro dominio, citosolico, que contém uma
atividade tirosina-quinase. A conexd@o com ligantes causa dimerizacéo de RTKs. A
proteina-quinase de cada mondémero de receptor fosforila um grupo de residuos de
tirosina no dominio citosdlico de seu dimero parceiro, processo dito autofosforilagao
(GRIFFITHS et al., 1999).

A autofosforilagdo ocorre em duas etapas: na primeira, residuos de tirosina na
borda de fosforilacdo proximo ao sitio catalitico s&o fosforilados, o que provoca
alteracoes conformacionais que facilitam a ligagao de ATP em alguns receptores (no
caso do receptor de insulina) e a ligacdo de substratos de proteina em outros
receptores, como o receptor FGF. Na segunda etapa, a atividade de receptor quinase
fosforila outros sitios no dominio citosdlico; as fosfo-tirosinas resultantes servem como
sitio de atracacgéo para outras proteinas envolvidas em transducao de sinais mediados
por RTKs, isto &, representa um meio de transmitir o sinal para o proximo componente
da rota. A existéncia da tirosina fosforilada determina que o dominio citoplasmatico
associe-se as suas proteinas-alvo (CAMPBELL et al., 1998). Nesta fase entra em agao
a proteina Ras, uma molécula sinalizadora chave nas vias desencadeadas pela

ativagéo dos RTKs (LODISH et al., 2000).

O GENE ras E A PROTEINA Ras
Ras é uma proteina monomérica de ligagdo a nucleotideos de guanina, que é
ativa quando ligada a GTP e inativa quando ligada a GDP. Ela tem uma atividade

intrinseca de GTPase.
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Os genes ras que codificam as proteinas Ras foram identificados em mamiferos,
passaros, insetos, moluscos, plantas e fungos (BARBACID, 1987). A familia de
proteinas Ras compreende H-Ras, K-Ras 4A, K-Ras 4B, N-Ras, e outras proteinas
homologas tais como R-Ras, TC21, Rap e Ral (KIMMELMAN et al., 1997; REBOLLO &
MARTINEZ-A, 1999). Pertencem ao grupo das proteinas G, proteinas heterotriméricas
ligadas ao GTP que funcionam nas vias sinalizadoras intracelulares, usualmente
ativadas por ligantes conectadas a receptores de membrana celular (LODISH et al.,
2000). Estima-se que existam cerca de mil receptores diferentes do grupo de proteinas
G (RAW & HO, 1999).

As proteinas Ras sdo muito similares, e tem peso molecular de 21.000 daltons
(BOS, 1989). Contém 188 ou 189 aminoacidos e exibem alta seqiiéncia de homologia,
com os 86 aminoacidos iniciais idénticos, os 78 aminoacidos seguintes com homologia
de 79% e os Ultimos 25 amino&cidos sendo altamente variaveis (SIEBURTH et al.,
1998: ROWINSKY et al, 1999). As proteinas Ras sao proteinas-G importantes
mediadores de diferenciacdo, proliferacdo, transducéo de sinais e transformacao
maligna induzidas por fatores de crescimento (BOS, 1995; REUTER et al., 2000).

A fungdo da proteina Ras é controlada por um ciclo guanosina trifosfato-
guanosina difosfato (GTP-GDP), que, por sua vez, é regulado por, no minimo, duas
classes distintas de proteinas regulatérias. A primeira, uma proteina ativadora de
GTPase (GAP) reconhece a proteina Ras ligada ao GTP e estimula a atividade
intrinseca da GTPase para “desencaixar’ a ligacéo Ras-GTP, através de hidrolise. Este
fato retorna a proteina Ras ligada ao GDP, portanto a forma inativa. A segunda, fatores
de troca do nucleotideo guanina (GEF — guanine nucleotide exchange factor)

promovem o desacoplamento entre Ras e o GDP para permitir ligagdo espontanea
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entre Ras e GTP, pois a concentragdo de GTP no citosol & muito mais elevada que a
de GDP. Esta conformacdo Ras-GTP é a forma ativa da proteina, o que desencadeia a
cascata sinalizadora (HAUBRUCK & MCCORMICK, 1991, CAMPBELL et al,, 1998)

(vide fig. 1).
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Fig. 1 . Ciclo de atividade da proteina G Ras. Quando ligada ao GDP, Ras esta inativa. Sob acao da
proteina Sos, ha mudanga conformacional do Ras que permite desconexdo com GDP e ligacao
com GTP. O complexo Ras-GTP interage com outras proteinas serina/treonina cinases que, por
sua vez, continua com o processo de transdug¢do de sinal (WATSON et al., 1992).
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A hidrdlise de GTP ligada desativa o Ras. O tempo médio de conexdo GTP-Ras
€ de aproximadamente um minuto, tempo requerido para a agédo da GAP (proteina
ativadora do GTPase), que acelera a atividade intrinseca da GTPase em cerca de 100
vezes (LODISH et al., 2000).

As proteinas Ras em mamiferos sdo estudadas sobretudo porque suas mutantes
estdo associadas com muitos tipos de cancer humano (KUMAR et al., 1990; HUNTER,
1997). Tais proteinas mutantes, que se ligam mas nao se desconectam do GTP, estdo
permanentemente em estado ligado e com consequente possibilidade de promover
transformacao neoplasica. A proteina mutante apresenta duas propriedades: a)
ativacao da tirosina-quinase; b) nao resposta ao ligante usual. A atividade do regeptor
tirosina-quinase € aumentada ou dirigida contra novos alvos (WEINBERG, 1984;
CRABTREE & CLIPSTONE, 1994; WHITE et al., 1995).

As proteinas Ras participam de um grande processo de controle de muitiplos
eventos celulares envolvendo o crescimento, a diferenciagdo, a apoptose, a
organizagdo citoesquelética e o trafego de membrana, tendo papel central nessa
regulacao, dependendo do tipo celular e das condi¢gdes ambientais do tecido ao qual a
célula pertence (ROWINSKY et al., 1999; BOS, 2000; WITTINGHOFER, 2000).

A cascata de eventos da ativacdo da proteina Ras € desencadeada pelo
estimulo do receptor por um ligante, por exemplo, EGF ou PDGF. O receptor tirosina-
quinase ativa a rota do Ras através de uma proteina adaptadora (Grb e Sos). A
ativacdo do Ras leva a entrada em agdo da Raf Ser/Thr-quinase, que, por sua vez,
estimula a quinase MEK (anteriormente conhecida como MAPKK, mitogen-activated
kinases) (HILL & TREISMAN, 1995; KIVINEN et al., 1998; KOLCH, 2000). A cascata de

eventos de fosforilacdo leva, em Uultima instdncia, a fosforilacdo de fatores de
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transcricdo, que desencadeiam mudancas na atividade celular, que vao desde a
multiplicacdo até a diferenciacdo, dependendo do tipo de célula (PORTER &

VAILLANCOURT, 1998; STERNBERG & ALBEROLA-ILA, 1998, THERRIEN et al,

1998) (vide fig. 2)
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Fig. 2. Via de sinalizagdo de RTK. Ras, Raf MEK s&o proteina-quinases citoplasmaticas ativadas
segiiencialmente na cascata de transducéo de sinal (GRIFFITHS et al,, 2001).
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Quando a mitogénese €& desencadeada pela ativacdo de um fator de
crescimento ou quando uma célula é transformada para um estado tumorigénico,
ocorre uma série de eventos coordenados, que incluem as mudancgas na transcricéo e
modificagdes da estrutura celular. A ativacdo da rota de Ras/MAPK envolve fatores de
transcricdo que tem papel importante em um conjunto de modificagées, inclusive a

transformacao tumorigénica (DER et al., 1996).

O ONCOGENE ras

O termo oncogene é utilizado para um grupo de genes reguladores do
crescimento que podem contribuir para o desenvolvimento do cancer apoés varios tipos
de ativacdo patologica (KLEIN, 1993).

Os oncogenes foram inicialmente identificados como genes carregados por virus
que causam a transformacdo de suas células-alvo. Uma classe importante de
oncogenes virais possui genes equivalentes na célula cumprindo fungées normais.
Estes genes fisioldégicos sdo chamados de proto-oncogenes. Mutacdo ou ativacao
aberrantes dos mesmos estao associados a tumorigénese. Cerca de 100 oncogenes ja
foram identificados. A geracao de um oncogene significa um ganho de fungao, no qual
um proto-oncogene celular € ativado de forma inadequada, através de alteragéo
conformacional da proteina, a superexpressao do gene ou a falha na inativagcao da sua
expressado no momento adequado (LEWIN, 2001).

Os genes individuais N-ras, H-ras e K-ras s&o intimamente relacionados e
codificam produtos protéicos de cerca de 21 kD, coletivamente conhecidos por p21ras.
Os genes H-ras e K-ras possuem equivalentes v-ras (v de virus), presentes nas

linhages Harvey e Kirsten do virus do sarcoma murino. Cada gene v-ras esta
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relacionado ao gene c-ras (c de celular). Cada um dos proto-oncogenes c-ras é capaz
de originar um oncogene transformante por uma Unica mutagéo pontual. As mutaces
do proto-oncogene ras podem ocorrer em um Unico par de bases, com conseqiente
substituicdo de um Unico aminoacido, habitualmente nas posicdes 12,13 e 61, da
proteina Ras (BYRNE & MARSHALL, 1998).

A substituicdo na sequéncia codificadora pode converter um proto-oncogene
celular em um oncogene, que, por sua vez, pode estar associado ao surgimento de um
tumor no organismo. No gene ras, qualquer mutagédo nas posi¢des 12,13 e 61 pode
converter um proto-oncogene c-ras em um oncogene ativo. Todos os trés genes c-ras
(N-, H- e K-ras) possuem glicina na posi¢ao 12 e 13. Se a glicina for substituida, o gene
mutante c-ras passa a transformar células em cultura, exceto quando € trocada por
prolina (LEWIN, 2001).

A posicao 61 é ocupada pela glutamina em genes c-ras de tipo selvagem. A sua
modificagdo para outro aminoacido normalmente cria um gene com potencial
transformante, exceto quando a substituicdo & por prolina e acido glutamico (LEWIN,
2001).

Quando a express@o de um gene c-ras normal € aumentada, as células
receptoras podem ser transformadas. Um aumento de 20 vezes no nivel de uma
proteina Ras nao-transformante € suficiente para permitir a transformacao de algumas
células (LEWIN, 2001).

A oncogénese depende da superatividade da proteina ras e € causada pelo
aumento da sua quantidade ou por mutag¢des que aumentam sua atividade, sendo que
este Ultimo meio € o mais importante. Esta transformacao inibe a atividade GTPasica. A

GAP nao é capaz de aumentar sua atividade GTPasica das proteinas Ras que foram
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ativadas por mutacdes oncogénicas. A proteina Ras torna-se refrataria a interacao com
GAP, o que eliminaria a sua atividade. A incapacidade de hidrolisar GTP determina que
a proteina Ras passe a existir em uma forma permanentemente ativada; a sua acao
continua sobre a proteina-alvo € responsavel pela sua atividade oncogénica (COTRAN
et al., 1994; LEWIN, 2001).

Os oncogenes ras sao importantes participantes na tumorigénese de varios tipos
de cancer. Eles foram identificados em carcinomas da bexiga, mama, colon, rins,
pulmdes, ovario, pancreas e estdmago; em neoplasias hematologicas de linhagem
linféide (leucemia linfoide aguda, linfoma de células B, linfoma de Burkitt, MM) e
mieldide (leucemias mieldides aguda e cronica, leucemia promielocitica) e outros
tumores como rabdomiossarcoma, fibrossarcoma, teratosarcoma, gliomas,
neuroblastomas e melanomas (BARBACID, 1987; BOS, 1989).

O oncogene ras pode ser usado para distinguir processos neoplasicos benignos
ou tumoracdoes reacionais e inflamatorias daqueles verdadeiramente malignos, como
nas patologias hepaticas (HRUBAN et al., 1997). Outras situagcGes onde o ras pode
auxiliar é no estadiamento ou no acompanhamento de evolugcdo de outros canceres,
como no de cérvix uterino (O'LEARY et al., 1997). Neoplasias pulmonares tambéem
podem demonstrar a presenca de mutagdo do gene ras em cerca de um terco dos
casos, e pode haver relacdo com o consumo de tabaco (RODENHUIS et al., 1988;
RODENHUIS & SLEBOS, 1992; SALGIA & SKARIN, 1998), assim como com o contato
com asbestos (NELSON et al., 1999).

Em cancer de mama, o encontro de expressdo elevada de p2iras foi
relacionada com maior agressividade, assim como maior facilidade de extensao a

tecidos vizinhos e metastatizacido a distancia (MOON et al., 2000). Mutacdes do K-ras
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também s&o observadas em cerca de 40% dos casos de cancer coloretal (KOPRESKI
et al., 1997). Situagbes de risco para carcinomas coloretais, mas de cunho benigno, tal
como os adenomas coloretais, também apresentam presenca evidente de mutacées do
K-ras (MARTINEZ et al., 1999).

Em doencgas neoplasicas hematoldgicas, achados de mutagdes do oncogene ras
também sdo importantes. Desde 1983, ano do primeiro relato de mutacdes ras em
leucemia mieldide aguda (LMA), varios trabalhos indicam média de 30% dos casos
com acometimento mutacional referido (BYRNE, 1998; BEAUPRE & KURZROCK,
1999), tanto em criangas quanto em adultos. Nas situagcdes de recaida de LMA,
alteragdes moleculares relacionadas com perda e/ou aquisicdo de mutacdes sdo mais
comuns também (NAKANO et al., 1999). O estudo realizado por MELO et al., em 1997,
em amostras de MO de 40 pacientes brasileiros com LMA demonstrou a presenca de
20% de alteracbes mutacionais em N-ras. Nenhuma correlagcdo significativa foi
observada em relagdo a idade, ao sexo, a raca, a resposta a terapia, ao subtipo FAB
ou a exposicao ocupacional. Porém, a sobrevida total e a sobrevida livre de doenca
foram significativamente menores naqueles que apresentaram as mutagoes do gene.

Em leucemia linfoéide aguda infantil, a ativagdo da proteina Ras foi encontrada
mais frequentemente, sobretudo naqueles com subtipo T (VON LINTING et al., 2000).

Em sindromes mielodisplasicas, cerca de 9% dos casos podem apresentar

mutacdes somaticas do oncogene N-ras (LYONS et al., 1988).
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Fig. 3. A oncoproteina mutada Ras. O cédon 12 do fragmento de DNA de ras do tipo selvagem
apresenta modificagdo em um par de bases (G—T), provocando alteragdo de aminoacidos de
glicina para valina (a). Esta mutagao provoca manutengédo continua de estado ativo Ras-GTP, com
conseguinte desencadeamento da cascata de sinais de proliferacdo celular, o que induz uma

situagao propicia a tumorigénese (b) (GRIFFITHS et al., 2001).

Em MM, a freqiiéncia de mutagéo de todos os genes ras observada em varios
relatos &, em média, de 30 a 40 % dos casos ao diagndstico, e em aproximadamente
60 % em casos em progresséo, variando de zero a 100% (NERI et al., 1989; AHUJA et
al., 1990; CORRADINI et al., 1993; YASUGA et al., 1995; LIU et al., 1996; GREIPP et
al. 1998 BEZIEAU et al., 2001; KALAKONDA et al., 2001). A frequéncia de mutagdes
no N-ras tem atingido, exceto no trabalho de KALAKONDA et al. (2001), média de 20 a
30 % (LIU et al., 1996).

Nao temos dados referentes a frequéncia de mutagcdes do gene N-ras em

pacientes brasileiros com MM.
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OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho foi o seguinte:

Determinar a frequéncia de mutagées nos codons 12, 13 e 61 do gene N-ras dos
pacientes com MM em uma populag&o brasileira, utilizando técnica de amplificacdo de
fragmentos génicos definidos através de iniciadores pelo método da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e de sequenciamento de DNA pelo método de Sanger,

automatizado.
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CASUISTICA

Foram estudados 44 pacientes com MM, sendo que 29 pacientes foram
avaliados ao diagnostico e 15 pacientes foram avaliados em fase de progresséo da
doenca.

O periodo de acompanhamento iniciou-se em Fevereiro de 1999, com término
de seguimento em Abril de 2001, num total de 27 meses.

Esses pacientes foram acompanhados pela Disciplina de Hematologia e
Hemoterapia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Universidade Estadual de Campinas.

METODOS

DIAGNOSTICO DE MIELOMA MULTIPLO

O diagnéstico do MM foi baseado em analise de aspectos citologicos, clinicos e
laboratoriais, de acordo com os critérios descritos por DURIE (1986). Este autor
classificou os achados clinicos e laboratoriais em critérios maiores € menores, sendo
que o diagnéstico de MM requer no minimo um critério maior € um menor ou pelo

menos 3 critérios menores. Veja anexo 1.

ESTADIAMENTO
Neste estudo utilizamos o sistema de estadiamento de DURIE & SALMON, de

1975. Os autores utilizaram dados referentes aos niveis de hemoglobina, a calcemia, a
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ostedlise, a quantidade de componente de Ig monoclonal sérico ou urindrio, e a funcéo
renal (anexo 2).

Os dados relativos a idade, ao sexo e os resultados dos exames laboratoriais
necessarios ao diagnodstico, ao estadiamento da doenca e a identificacdo da
progressao da doenca foram obtidos dos prontuarios de cada paciente.

Foram considerados em progressao da deonga, os pacientes que apresentaram
citopenias atribuidas a infiltracdo da MO por PLs ou o aumento da concentracdo da
proteina monoclonal sérica ou wurindria, durante o seguimento clinico,

independentemente de terem ou nao terem obtido remissao completa.

Os procedimentos técnicos realizados para a busca das mutagbes nos cddons
12, 13 e 61 do gene N-ras em amostras de MO podem ser resumidos nos seguintes
passos:

1) extracdo de DNA,;

2) amplificacé@o do fragmento flanqueado por iniciadores através de metodologia de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a qual chamaremos de PCR-I;

3) purificacado do produto amplificado na fase 2;

4) quantificacéo do produto da PCR-| purificada;

5) amplificagdo de fragmento flanqueado por um dos iniciadores para
sequenciamento, utilizando ddNTPs marcados (Big-dye™), a qual
consideraremos PCR-II;

6) purificacéo do produto da PCR-II (fase 5);

7) sequenciamento automatizado;

8) analise dos sequenciamentos.
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EXTRACAO DE DNA

As amostras de MO recém-coletadas foram submetidas ao manuseio para
extragao de DNA através de centrifugagéo de aproximadamente 2 a 3 mL do aspirado
a 1500 rpm por 10 minutos, a fim de separar a porgéo liqlida da porgdo celular, em
centrifuga Beckman™ GS-6R, com posterior descarte da porgdo plasmatica
sobrenadante. Adicionou-se solucéo de lise de hemacias [mistura das solugdes de
cloreto de aménio NH4Cl 0,144 M (5 vezes o volume de células) e bicarbonato de
amonio NH4HCO3 0,01 M (0,5 vez o volume de células)]. O material foi submetido, apés
agitacdo a temperatura ambiente, a uma segunda centrifugacdo, a 2000 rpm por 15
minutos, com descarte de sobrenadante; Nova adigéo de solugdo lisante de hemacias
até nivel de 10 mL do tubo foi realizada, com a realizagao de terceira centrifugacao, a
2000 rpm por 15 minutos; Apds descarte de sobrenadante, ressuspendeu-se o botao
de células com SF 0,9% 100 uL, de forma gentil e cuidadosa, com o fim de
desmanchar o grumo e aumentar a area de contato entre os leucocitos e 1 mL de
DNAzol™ (GIBCO BRL - Life Technologies Genomic DNA Isolation Reagent).

O material foi deixado em temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas
com posterior manipulagdo cuidadosa até o desvencilhamento do material de DNA.
Apods a liberagédo total e completa do DNA, capturamos o grumo mucoide e o
colocamos em um tubo tipo Eppendorf® com 100 puL de etanol a 70%, a fim de
precipitar o DNA. Houve ressuspensao em 300 pl de agua deionizada estérii com
NaOH 8 mM e colocacdo do tubo contendo DNA em banho-maria a 37° C “over-night”
para a hidratagdo do condensado de DNA a fim de que o grumo fosse completamente

dissolvido. Mantivemos o material de DNA em freezer a —30° C.
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AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE DNA POR PCR

A fim de obtermos material génico em quantidade suficiente para o propdsito
deste trabalho, escolnemos a metodologia da reacdo em cadeia de polimerase
(ROGERS et al.,, 1990; ROLLINS & STILES, 1993; ; VANDE-WOUDE & VANDE-
WOUDE, 1993; YAP & MCGEE, 1994; O'LEARY et al., 1997; WALKER & RAPLEY,
1999).

As reacbes foram realizadas num volume final de 50 ul, utilizando sistema
“‘master mix’. Usamos controle negativo, com todos os reagentes, exceto DNA, e

controle positivo de trabalho anterior de nosso laboratério. Os reagentes e suas

quantidades para cada amostra foram os seguintes:

H20 40,75 uL

Tampao ----——-—-- 5,00 puL

dNTP ————— 1,00 pL (10 mM)
Mg 1,00 pL

Iniciador sense —— 0,50 uL (20 pmol)

Iniciador anti-sense 0,50 uL (20 pmol)
Taq polimerase-— 0,25 uL
DNA 1,00 uL

50,00 uL

O protocolo seguido no termociclador PTC™100 — Programable Thermal

Controller, da MJ Research, Inc. foi o seguinte:
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Tab. 1: As temperaturas, os tempos e os nameros de ciclos utilizados para a amplificacdo dos
codons 12, 13 e 61 do gene N-ras por meio da reacao em cadeia de polimerase.

PROCESSO TEMP (° C) TEMPO (min) CICLOS
Denaturacao inicial 94 8 1
Denaturacao 94 1
Anelamento 52 1 35
Extensao 2 1
Extensao final 72 7 1

Os iniciadores utilizados nas reacdes foram adquiridos da GIBCO BRL®,
preparados em Novembro de 2000, com sequéncias de 20 nucleotideos, formando dois
pares na direcao 5 — 3 (sense) e 3' — 5’ (anti-sense), para os cddons “hot-spots” para

mutacdo no gene N-ras, 12,13 e 61:

Tabela 2: Iniciadores utilizados na reac¢ao para a amplificacao dos cédons 12, 13 e 61 do gene N-
ras por meio da reacdo em cadeia de polimerase.

NOMENCLATURA SENTIDO SEQUENCIA

N-ras cédons 12,13 Sense ATGACTGAGTACAAACGTGT
N-ras codons 12,13 Anti-sense CTCTATGGTGGGATCATATT
N-ras cédon 61 Sense CAAGTGGTTATAGATGGTGA
N-ras coédon 61 Anti-sense AGGAAGGCCTTCGCCTGTCC
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PURIFICACAO

Para a purificagdo do produto amplificado do PCR foi utilizado o material
comercial adquirido da GIBCO BRL® Life Technologies, o CONCERT™ Rapid PCR
Purification System. Este kit foi desenhado com o fim de proporcionar rapida
purificacdo dos produtos da PCR. A solugdo ligante fornecida pelo kit foi adicionada a
reacéo de amplificac@o e a mistura € aplicada a um tubo contendo membranas de silica
onde a dupla hélice de DNA é seletivamente adsorvida. A adsorgéo do material génico
foi influenciada por fatores como a temperatura e a composigédo do tampdo. DNA
polimerase, tampao, sobras de iniciadores e restos de dNTPs foram removidos com um
tampéo de lavagem contendo alcool. O DNA adsorvido na membrana foi eluido em
uma solucdo contendo TE (Tris EDTA). Todas as solugbes foram colocadas nesta
coluna com membrana e separadas em breves centrifugagdes, permitindo o completo
processamento em cerca de 10 minutos, além de eliminar os riscos de produtos

quimicos perigosos a saude, tais como o fenol e o cloroférmio.

PROTOCOLO REALIZADO

Preparamos mistura de 400 ulL de solucédo ligante com a reac&o de amplificagao
com homogeneizacéo posterior. A remogdo de 6leo ndo foi necesséria. Esta solugdo de
mistura foi colocada num tubo de coluna com membrana filtradora que por sua vez foi
conectado em um segundo tubo receptaculo de 2 mL. Houve a centrifugacéo da
mistura a 13.000 rpm por 1 minuto com posterior descarte do efluente centrifugado.

Recolocamos o tubo de coluna com membrana no tubo receptaculo de 2 mL
para posterior adicdo de 700 uL de tamp&o de lavagem contendo etanol para nova

centrifugacéo a 13.000 rpm por 1 minuto. Apds o descarte do efluente, realizamos a
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terceira centrifugac@o sem colocagéo de nenhum reagente, a fim de remover solucéo
de lavagem residual.

Procedemos a eluicdo do DNA conectando a coluna com membrana em outro
tubo de recuperacdo de 500 ulL e adicionando 50 uL de tamp&o TE no centro da
membrana da coluna. Incubou-se em temperatura ambiente por 1 minuto, com

posterior centrifugacéo a 13.000 rpm por 2 minutos.

QUANTIFICACAO DO PRODUTO DE PCR-I PURIFICADO

A determinacao da quantidade de DNA amplificado e purificado foi realizada
utilizando-se Low DNA MASS Ladder, fornecido pela GIBCO BRL® Life Technologies.
Este marcador € composto por uma mistura de seis fragmentos de DNA previamente
conhecidos de 2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 pares de bases. O tampéo de estoque
deste marcador consiste de 10 mM de Tris-HCI (pH 7,5) e TmM de EDTA.

Utilizamos volume de 2 ulL de Low DNA MASS ladder adicionado a 3 pulL de
corante de azul de bromofenol na corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5 % e
comparamos o tamanho de fragmento amplificado, no nosso caso proximo a marca de
100 pares de bases (o gene N-ras tem cerca de 118 pares de bases). Aléem da
confirmagdo da amplificagdo do gene estudado pelo tamanho de fragmento, a
intensidade da banda amplificada das amostras, observada pela corrida eletroforética
concomitante com o marcador, indicou a quantidade relativa de DNA da amostra
investigada. Nessa corrida, utilizamos 2 pl de produto de amplificacdo de PCR-I
adicionado a 3 ulL de corante de azul de bromofenol. Utilizando 2 uL de Low DNA
MASS ladder, as bandas de amostras estudadas apresentavam as seguintes

quantidades de DNA, em ng, seguindo a ordem dos fragmentos do Low MASS: 100 ng,
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60 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng, 5 ng. Todas as 44 amostras analisadas mostraram uma
quantidade de DNA de cerca de 5 ng.

Para uma boa qualidade da anadlise da sequéncia de nucleotideos do gene N-
ras, a quantidade de molde de DNA usada na reagao de preparo do sequenciamento
deveria ser oOtima, para ndo afetar a qualidade dos dados. Quantidade maior que a
ideal poderia provocar picos grosseiros sobretudo no inicio da corrida. Moldes em
menor guantia que a ideal poderiam reduzir a poténcia do sinal e a altura do pico. Tal
determinacao foi fundamental para uma boa realizacao do passo técnico seguinte, que
veremos a segurr.

A documentacgao fotografica manuseada foi a da Kodak Digital Science 1D™.

AMPLIFICACAO PARA O SEQUENCIAMENTO COM BIG-DYE™ (PCR-II)

A amplificacdo para sequenciamento seguiu a metodologia proposta por
SANGER et al., em 1977. Nesta amplificacido, ao molde de DNA purificado foi
adicionado 1,6 pmol do iniciador anti-sense, tanto para os codons 12,13 quanto para o

codon 61, uma mistura de reacdo pronta de terminacdo Big-dye™ (Perkin Elmer

Applied Biosystems), e agua estéril suficiente para completar 10 uL de volume final da
solugcéo (WALKER & RAPLEY, 1999).

A grande diferenciagcdo desta metodologia € o uso de dideoxinucleotideo
trifosfato, um composto modificado no anel de agucar do DNA em que os carbonos 2' e
3’ foram deoxidados, isto &, submetidos a retirada de duas moléculas de OH,
explicando a nomenclatura dideoxi (CHURCH et al, 1994; HUANG & MATHIES, 1994;).
A componente hidroxila do carbono 3’ é fundamental para que haja a efetivacdo da

ponte fosfodiéster, pela qual existe a continuagdo da sequéncia de nucleotideos. Com
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a auséncia desta hidroxila, a ligacdo fosfodiéster n&o € possivel, provocando ruptura
brusca da sequéncia. Como este oligonucleotideo terminador ou finalizador € marcado
com corante fluorescente, conhece-se desta forma o seu par do DNA molde, do qual se
investiga a sequéncia, pois ocorre ligagdo aleatodria, porém especifica com seu par (A-
T, C-G e vice-versa). Portanto, se o dideoxi que parou a seqUéncia num certo
fragmento for o ddATP, significa que naquela posi¢gao da sequéncia do gene estudado
esta ocupado pelo T; se o ddGTP parou a sequéncia, sua contrapartida € o C, e assim
por diante.

O sistema de processamento de dados da metodologia aplicada permite maior
facilidade de leitura pela definicao de cores diferentes para cada dideoxinucleotideo
que para o sequenciamento: T (vermelho), A (verde) , G (preto) e C (azul).

As reacdes em cadeia de polimerase foram praticadas nos mesmos aparelhos
termocicladores da fase de amplificacdo do fragmento do DNA (PCR-I), os PTC™100,
da MJ Research, Inc.

E importante lembrar que, diferentemente da PCR-l, nesta metodologia de
sequenciamento de Sanger foi utilizado somente um iniciador, sense ou anti-sense, e
n&o um par para flanqueamento como quando da amplificag&o inicial. Isto para permitir
que os dNTPs e os ddNTPs possam associar-se para formar a cadeia de nucleotideos
complementar até a localizagdo do ddNTP que bloqueara a sequéncia e fornecera a
consequente informagao da sequéncia do gene.

Um cuidado adicional que foi levado em conta € a protegao de tubos, reagbes e
reagentes com papel-aluminio para evitar-se efeitos deletérios da luz sobre o Big-dye™,

sobretudo a perda da poténcia fluorescente.
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Seguimos o seguinte protocolo de amplificagéo atraves de fita simples de DNA-

molde, para um total de 10 uL de volume:

Big-dye™-—————- 2ul
Iniciador --—————- 1 uL (1,6 pmol)
PCR (DNA-molde) — 1 uL
H20 Sul

A programacao utilizada para a amplificacdo dos fragmentos marcados foi a

seguinte: denaturacgao inicial a 96° C, por 2 minutos em 1 ciclo e 25 ciclos alternados

de denaturagdo a 96° C por 10 segundos, anelamento a 50° C por 5 segundos e

extensdo a 60° C por 4 minutos.

Observacao:

Big-dye™ Terminator Ready Reaction Mix (componentes):

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP);
AmpliTag DNA polymerase

MgCl,

Tampao Tris-HCI

PURIFICACAO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO (PCR-Il)

Para que houvesse uma boa qualidade da determinacdo da sequéncia dos

fragmentos para posterior leitura e definicdo, além de investigacdo de possiveis

alteracbes mutacionais, tivemos a necessidade de purificar o produto da reagdo de

sequenciamento (PCR-Il). O objetivo desta fase foi o de retirar, da mistura da reag&o, o

excesso de iniciadores, de tampdo, e de dideoxinucleotideos, grande fonte de

problemas no momento da analise de sequéncia.
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O protocolo utilizado langou mao de isopropanolol a 75% e etanol a 70%.
PROTOCOLO PARA 10 uL DE VOLUME DE PRODUTO AMPLIFICADO COM BIG-
DYE™:

Obs.: todos os passos foram protegidos com papel-aluminio.

Adicionaram-se 40 ulL de isopropanolol 75% (alcool isopropilico, da Labsynth,
Produtos para Laboratério Ltda.) no tubo com 10 ulL de produto de PCR-ll, com
posterior agitacdo e centrifugagdo rapidas. Deixamos a mistura em repouso &
temperatura ambiente por cerca de 20 minutos. Centrifugamos a soluggo a 13.000 rpm
por 25 minutos, a temperatura ambiente. Removeu-se o sobrenadante, com o cuidado
de nao afetar o produto de amplificagdo, que se encontrava junto a parede do tubo.
Houve a adicdo de 125 pL de etanol a 70% (ethanol absoluto, da Merck). Nova
agitacdo e centrifugagdo foram realizadas, a 13.000 rpm por S minutos, a temperatura

ambiente. A remocédo do sobrenadante foi praticada com o maximo cuidado para nao

lesar “pellet” invisivel. O tubo com produto purificado foi secado em termociclador a
80°C por cerca de 5 minutos. A estocagem ocorreu em freezer a - 20° C para aguardar
corrida em eletroforese em gel de poliacriiamida, em aparelho automatizado ABI

PRISM 377 DNA SEQUENCER (Perkin Elmer), protegido por papel-aluminio.

SEQUENCIAMENTO AUTOMATIZADO

O material do produto amplificado e purificado na fase anterior, foi submetido a
ressuspensdo com Formamida (GIBCO BRL®) + Blue Dextran 2000 (Amersham
Pharmacia) + EDTA (GIBCO BRL®), num volume total de 2 plL.

Os 2 uL das amostras foram aplicados nos pogos do gel de poliacrilamida do

ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER, da Perkin Eimer.
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Pelo fato dos fragmentos do gene N-ras serem pequenos (cerca de 118 pares de
bases), o tempo de corrida total dessas amostras foi rapido, em torno de 2 a 3 horas.

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, baseados no tamanho de cada fragmento marcado por terminadores
corantes fluorescentes (ddNTPs) (CHEN et al., 1994; LEE et al., 1997; ROSENBLUM et
al., 1997;).

Quando da passagem de cada fragmento pela area de leitura e deteccdo pelo
laser de varredura, o corante fluorescente excitado pelo laser emite sinais luminosos
que sao submetidos a filtro conversor. Desta conversao, ha a manipulacéo dos dados
pelo tubo de deteccdo fotomultiplicador, que, por sua vez, envia informagbes para
analise computadorizada. Importante frisar que todo o processo necessita de
sensibilidade e especificidade suficientes para a individualizacdo de fragmentos com
apenas uma base de diferenga, fundamental para a identificagdo da sequéncia de

nucleotideos do gene (DICKER et al., 1993; CHEN, 1994).

ASPECTOS ETICOS

O estudo molecular foi realizado em amostras de MO obtidas por ocasiao da
coleta para a avaliagdo citologica necessaria a confirmagdo diagnostica ou para a
confirmacéo da progresséo da doenga. Nenhum material adicional foi coletado.

Os procedimentos foram realizados apdés a obtencdo das cartas de
consentimento pds-informac&o, assinadas por pacientes que aceitaram participar do
estudo (anexo 3) e apos a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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RESULTADOS
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Foram analisados 44 pacientes dos quais 29 em diagndstico inicial e 15 em
recaida apos terapéutica. Destes, 22 foram do sexo masculino e 22 do feminino.

A distribuicdo dos pacientes por idade apresentou média de 58,4 anos. Somente
1 paciente encontrava-se abaixo dos 40 anos de idade, quando da sua avaliacao.

A média do nimero de PLs nas amostras de MO foi de 33,9%, variando de 5 a
90%. Seis dos nossos pacientes (13,6%) apresentaram contagem plasmocitaria nas
amostras de MO menor do que 10%, dado semelhante & da literatura (14%)
(BOCCADORO & PILERI, 1997).

Quanto ao estadiamento clinico, dos 44 pacientes, obtivemos a seguinte
classificacdo com respectiva frequiéncia: 3 pacientes em estadio IA (6,8%); 8 pacientes
em estadio A (18,2%); 2 pacientes em estadio IIB (4,5%), 15 pacientes em estadio IllIA
(34,1%) e 13 pacientes em estadio IlIB (29,6%). Trés pacientes nao foram submetidos

ao estadiamento (6,8%).
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Tabela 3: Lista de pacientes com MM submetidos a investigagao de mutagdo dos cédons 12,13 e
61 do gene N-ras. ID: idade; SIT: situacdo clinica quando da avaliagdao; CN: ao diagnéstico; PR:
em progressdo; PL: plasmocitos; MO: medula 6ssea; EST: estadiamento

PACIENTE ID (anos) SIT PL MO EST SEXO
1 (CAA) 34 PR 10 % B M
2 (MR) 64 CN 11 % I A M
3 (LAS) 51 CN 41 % A F
4 (SMS) 63 CN 77,5 % B F
5 (MLS) 63 CN 26 % A F
6 (JFM) 53 CN 79 % A M
7 (CCF) 68 PR 48 % NR M
8 (T 53 CN 23 % IlA F
9 (OASF) 70 CN 20,8 % 1A M
10 (APC) 70 PR 13,5 % B M
11 (OM) 78 PR 12,5 % NR M
12 (RTSG) 42 PR 80 % 1A F
13 (MO) 41 PR 40 % A F
14 (JLS) 69 CN 20,5 % B M
15 (PSP) 69 PR 30 % B M
16 (MSP) 58 PR 29 % A F
17 (CGG) 76 CN 18 % A F
18 (SAM) 43 CN 40 % Il B F
19 (VAO) 69 CN 70,5 % B M
20 (VMJ) 61 CN 42 % I B F
21 (JCS) 58 CN 20 % NR F
22 (JCR) 51 CN 67 % I B M
23 (RBR) 76 PR 6,5 % A F
24 (JAA) 59 CN 33 % B M
25 (MASD) 43 CN 27 % A F
26 (MP) 54 PR 8,5 % A F
27 (EAMF) 46 PR 5 % A M
28 (WRS) 43 PR 20 % A M
29 (MRBM) 61 CN 16 % | A F
30 (AOL) 48 CN 30 % A F
31 (WRM) 46 CN 31,3 % B M
32 (MTSM) 63 PR 24,4 % A F
33 (ISS) 56 CN 65,5 % B F
34 (MAL) 56 CN 90 % A F
35 (PL) 61 PR 7.5 % A M
36 (MTN) 64 CN 6 % A M
37 (MM) 43 CN 10,5 % A M
38 (JJS) 74 CN 81% Il B M
39 (JPL) 53 CN 8 % B M
40 (GAPM) 60 PR 23,5 % A F
41 (SBD) 78 CN 53 % A F
42 (PBF) 44 CN 51,5 % B M
43 (JBV) 60 CN 54 % A M
44 (FCB) 79 CN 21,5% Il B F
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Os resultados da investigagcdo de mutagdes de ponto nos codons 12,13 e 61 no
oncogene N-ras em 44 pacientes com MM foram negativos, isto &, nenhuma mutagao
nesses sitios susceptiveis (“hot-spots”) foi encontrada. A abordagem aqui utilizada €
bastante sensivel e especifica, sendo capaz de definir claramente alteracdes
mutacionais de ponto, tais como troca de base, delecbes ou adicbes de pares de
bases. Este fato foi demonstrado na literatura (BEZIEAU et al., 2001; KALAKONDA et
al. 2001) e comprovado com a utilizagao de um controle positivo de estudo anterior

realizado em nosso laboratdrio (figuras 5, 6 e 7).

Chromas 1.45  Fik:27  Sequence Nome: Edson -RAS 12,13/5  Run ended: Dec 4, 2001 T s Page |
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Figura 5. Exemplo de eletroferograma N-ras cédons 12,13 em paciente com MM (amostra no. 5). A

b

1_\.,\ o

localizagdo dos codons é observada em retangulo amarelo. Este padrédo é o normal.
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Figura 6. Exemplo de eletroferograma N-ras cédon 61 em paciente com MM, (amostra no.23). A
localizagdo do cédon é observada em retangulo amarelo. Este modelo mostrado é o de padrdo
normal.

—

Fig. 7: Eletroferograma de controle positivo para mutacao do gene N-ras, coédons 12,13. Observar
dois picos presentes nas segundas posi¢des de ambos os cédons, sendo um dos picos de cor
azul (C) e outro de cor vermeiha (T), indicando heterozigose, com mudancas de aminoacidos
glicina (GGU-gly) para acido aspartico (GAU-asp). A localizacao dos codons 12 e 13 esta
assinalada em retangulo amarelo. Este controle positivo foi extraido de trabalho anterior de
nosso laboratério, em paciente com leucemia mieléide aguda, com mutacdo em ambos 0s cddons
12e 13.
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DISCUSSAO
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O papel dos oncogenes na tumorigénese € importante no sentido de estimular
ou desencadear um processo de proliferagdo exacerbada, que nao respeita as regras
habituais da homeostase, sobretudo no aspecto de reposi¢cao celular e tecidual
(BOXER, 1994). Alguns dados sugerem participacao fundamental do gene N-ras na
origem e agressividade do MM.

O objetivo deste trabalho foi averiguar a frequéncia da ocorréncia de mutacées
génicas no proto-oncogene N-ras associadas a doenca. Nesses casos, a literatura traz
dados bastante interessantes em relacao a participacédo do oncogene ras mutado em
sua patogénese. A freqiéncia de mutacdes do gene ras € bastante variavel. LIU et al,,
em 1996, encontraram em 23,1% dos seus 346 pacientes com MM a mutacao do N-
ras. E dentre os subtipos N, o do codon 61 foi o mais comumente ligado ao MM, em
13,3% (HALLEK et al., 1998). Utilizando metodologia de amplificagéo alelo-especifica
(ARMS), BEZIEAU et al. encontraram, em 2001, em 54,5% dos seus 62 pacientes com
neoplasia plasmocitaria, alteragdes mutacionais nos genes N-ras e K-ras. Neste
trabalho, K-ras suplantou N-ras em frequéncia de modificagdes nos “hot-spots”.
CORRADINI et al. (1998) observaram mutagdes do oncogene ras em 9% de seus 77
casos de MM, sendo que 63,6% dos casos positivos apresentavam alteragdes no
codon 61 do subtipo N-ras. NERI et al. (1989) detectaram em 18 de 56 amostras de
pacientes com MM (32%) mutagées no oncogene ras, dos quais 77% foram de tipo N.
GREIPP et al. (1998) determinaram em sua casuistica de 453 pacientes um achado de
39% de mutagbes do gene ras, com maior frequéncia naqueles que apresentaram
morfologia plasmoblastica. YASUGA et al. (1995) encontraram 4,4% de mutagbes em
45 pacientes, sendo que os dois pacientes tiveram mutagao no cdédon 61 do N-ras.
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AHUJA et al. (1990) nao identificaram mutagées do oncogene ras em 6 pacientes com

MM analisados.

Pacientes | % de mutagodes CN /PR |Referéncia
N-ras
56 30,4 43/13 | NERl et al, 1989
6 0,0 AHUJA et al., 1990
77 9,0 53/24 | CORRADINI et al., 1993
45 4o YASUGA et al., 1995
346 23,1 LIU et al., 1996
453 39,0* GREIPP et al., 1998
62 54 5 BEZIEAU et al., 2001
34 100,0 KALAKONDA et al., 2001
44 0,0 29/15 Este trabalho

* mutag@o em todos os genes ras

KALAKONDA e colegas (2001) descreveram, em 34 pacientes com MM ao
diagnostico, a presenga de mutagdes N-ras codon 61 em 100% dos pacientes.
Utilizaram como estratégia para a pesquisa preparagdes de medula éssea altamente
enriquecidas por plasmécitos neoplasicos em combinacdo com PCR-RFLP sensivel.
Essa separacéo celular foi obtida por marcagao, em citometria de fluxo, de plasmaocitos
com CD138 e posterior purificacdo, permitindo andlise de células plasmociticas
neoplasicas. A infiltracdo medular nessa amostra variou de 4 a 82%.

Em fases avancadas ou naquelas onde o comportamento biolégico € mais
agressivo, os relatos referem niveis de aproximadamente 67% de mutagGes, em media
(DAVIES, 1997). A presenga de mutagdo ativadora de todos os tipos de gene ras €
correlacionada com prognéstico mais reservado, tal como no MM com maior presenca

de plasmoblastos (CORRADINI et al., 1993; GREIPP et al., 1998).



Neste trabalho nao detectamos nenhuma mutagéo nos cédons 12, 13 e 61 do
gene N-ras dos 44 pacientes analisados.

Nossa casuistica agrupa 44 pacientes com MM. A média etaria é de 58,4 anos,
sendo que a média na literatura varia de 61 a 65 anos (KYLE, 1996; BARLOGIE et al,,
2001). Um paciente (2,3%) tinha idade inferior a 40 anos, dado semelhante a da
literatura, que considera frequéncia menor que 3% (KYLE, 1996; BARLOGIE, 2001).

Em relagdo a situagé@o clinica do pacientes avaliados, 29 (659%) foram
avaliados ao diagndstico e 15 (34,1%) em progressao da doencga, enquanto NERI et al.
(1989) encontrou 76,8% e 23,2% e CORRADINI et al., em 1993, 68,8% e 31,2%,
respectivamente. Quanto ao estadiamento, 63,7% dos nossos pacientes foram de
estadio Ill, enquanto estadio Ill para CORRADINI et al. (1993) e para LIU et al. (1996)
foram de 58,7 % e 64,4%, respectivamente. Estes dados demostram proximidade com
relatos de literatura.

Um detalhe importante € a correlagdo entre a intensidade de infiltragao
plasmocitaria na MO, determinada pelo percentual de plasmocitos em relagao ao
nuamero de leucdcitos totais. Uma possibilidade técnica a ser discutida seria a n&o
deteccao das mutacdes pelos métodos utilizados pela reduzida propor¢ao das células
neoplasicas em relagdo as células normais. A sensibilidade das analises de detecgao
de mutagdo no gene ras por meio de sequenciamento necessita que de 1 a 2% de
populacdo celular seja clonal, sugerindo que somente amostras que contenham ao
menos 5% de plasmocitos possam ser analisadas para que se melhore a capacidade
de achado de mutacdes (CORRADINI et al., 1993; LIU et al., 1996). O estudo de NERI
et al. (1989) também determinou o limite de 5 a 10% de células malignas como o limiar

de sensibilidade da metodologia utilizada.
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Nossos controles mostraram que a mutagéo no estado heterozigético (ou em
uma mistura de células normais e neoplasicas) pode ser claramente detectavel com a
metodologia utilizada. Desta forma € pouco provavel que os métodos levados a efeito
neste trabalho ndo tenham detectado alguma mutacéo pois a infiltragéo de plasmaocitos
em medula 6ssea sempre foi maior do que 5%.

Os dados aqui obtidos, embora divergentes de varios relatos da literatura, néo
sao unicos. CORRADINI et al. (1993) e YASUGA et al. (1995) encontraram baixa
frequéncia de mutagdes e AHUJA et al. (1990) também n&o encontraram mutag&o no
gene ras em pacientes com MM, embora estes ultimos autores tenham avaliado
apenas 6 pacientes.

Nossos dados sugerem que na populagdo brasileira analisada mutagbes no
gene ras aparentemente ndo foram fundamentais para a patogénese do MM. A
peculiaridade de nossa populagdo em relagdo ao contato com produtos quimicos
(agrotoxicos, solventes) e sobretudo quanto ao irregular controle do manuseio e
exposicdo a essas substancias pode estar ligada a essa situagdo. A investigacao desse
aspecto € de grande importancia para o conhecimento dessa discussa@o, pois
componentes das vias sinalizadoras do Ras tem sido abordados como alvos para o
desenvolvimento de drogas anti-Ras do tratamento do cancer (CAMPBELL et al,
1998). Se os resultados desses pacientes com MM forem corroborados por outros
estudos em nosso meio, possivelmente a eficacia desse tipo de terapéutica
nao seria tdo benéfica para os pacientes brasileiros com MM.

Se a suposicdo de que a mutagdo do gene ras € necessaria para a patogénese

do MM é valida ou ndo para outros grupos populacionais € dificil de ser avaliado pelos
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dados de literatura. Estudos abrangentes, multicéntricos, envolvendo pacientes de

varios paises poderiam contribuir para o esclarecimento desta questao.

b7



CONCLUSAO
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A auséncia de muta¢ées no gene N-ras em nossos pacientes com MM sugere,
aparentemente, que as mutacdes do gene nao contribuiram para a patogénese da
doenca nesta populagao.

Além disso, esse dado indica que devem ser conduzidos estudos multicéntricos
incluindo populagdes de varias regides geograficas para que o papel do gene ras na

génese e evolucao da doenca possa ser esclarecido.
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Anexo 1

Critérios diagnosticos para o mieloma multiplo

Critérios maiores:

| — plasmocitoma em bidpsia de tecidos

Il — plasmocitose na medula éssea; > 30 % de plasmocitos

Il — pico monoclonal de gamaglobulinas em eletroforese sérica:
-1gG > 3,5 g/dL ou
-IgA>20g/dL
ou excregdo de cadeias leves x ou Anaurinade24h>10g

Critérios menores:

A — plasmocitose na medula 6ssea entre 10 e 30 % dos leucdcitos

B — pico gama monoclonal presente em niveis menores que as
estabelecidas nos critérios maiores

C — lesdes osteoliticas

D —IgM < 0,05 g/dL, IgA < 0,1g/dL ou IgG < 0,6 g/dL

Diagnéstico de mieloma multiplo: 1 critério maior + 1 critério menor ou
3 critérios menores
nas seguintes combinagoes:

1-1+B,1+C,I+D
2—-11+B,I1+C, II+D
3—M+A ll+C, IlI+D
4-A+B+C, A+B+D
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Anexo 2

Categorizac&o para estadiamento clinico-laboratorial:

Estadio |:

. nivel de hemoglobina > 10,0 g/dL
- calcio sérico < 12 mg/dL
- ostedlise ausente ou plasmocitoma ésseo solitario
- taxas de producéo baixa de Ig monoclonal:
- 1gG < 5,0 g/dL
- IgA < 3,0 g/dL
- proteindria monoclonal < 4 g/24 h

Estadio Il

= dados intermediarios entre estadios | e Il

Estadio lli:

- nivel de hemoglobina < 8,5 g/dL
- calcio sérico > 12 mg/dL
- osteodlise avangada — grau 3
- taxas elevadas de produgdo de |g monoclonal
- IgG > 7,0 g/dL
- IgA > 5,0 g/dL
- proteinuria monoclonal > 12 g/24 h

Subclassificacao:

A — funcéo renal relativamente normal (creatinina sérica < 2,0 mg/dL)
B — fungéo renal anormal (creatinina sérica > 2,0 mg/dL)
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Anexo 3

Termo de consentimento livre e esclarecido para

participagéo do projeto de estudo intitulado:

“MUTACOES DO GENE N-ras EM PACIENTES COM MIELOMA MULTIPLO’

NOME dO PACIENLE:.......coucuiiicuiiinieiinisit sttt sttt st s
ldade: .............. anos RO .o HC e
e L= o RO S R R

Nome do responsavel legal (se paciente menor de B s oy

ENIAOIO00: .. ... e ceanessessssasssessssmssssasssssssssbasssmssstsasimms dhnasbas s seasssns ch s s s s s r e e

Estou ciente de que para realizar o diagnostico da minha doenca ou de sua recaida,
necessito ser submetido a puncdo de medula éssea. Este procedimento é realizado por
meio de punc&o por agulha no 0sso esterno ou em 0SSO da bacia. Trata-se de um
procedimento de rapida durag&o (cerca de 5 minutos), cujo Unico efeito indesejavel a
ser considerado é a dor no local da pungéo, que € atenuada com a anestesia local.
Estou ciente que parte da amostra de medula éssea, colhida para o diagnoéstico da
minha doenca ou a identificagdo de recaidas, sera utilizada para a pesquisa de
mutacbes do gene N-ras observaveis na minha doenca. Desta forma, estarei
participando do estudo “Mutagdes do Gene N-ras em Pacientes com Mieloma Muitiplo”.
Estou ciente de que o material obtido sera utilizado apenas para esta pesquisa. Serei
beneficiado com a realizagdo da pungao de medula 6ssea porque 0s resultados obtidos
deste exame vao determinar o meu diagnostico ou identificar as recaidas da doenca.
Estou ciente de que ndo terei prejuizos com realizagdo destes exames. Sei que posso
sair do estudo a qualquer momento e que isto nao vai prejudicar o meu tratamento na

UNICAMP. Sei ainda que meus dados pessoais serao mantidos em sigilo pelo
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pesquisador. Se tiver quaisquer duvidas sobre o estudo poderei procurar o Prof. Dr.
Fernando Ferreira Costa no Hemocentro — UNICAMP, a rua Carlos Chagas, 480,
Campus da Cidade Universitaria. CEP 13081-970. Tel.: 3788 8740 e 3788 8022. Fax:
3788 8750.

Se tiver reclamacgdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a
secretaria do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Tel.:
3788 8936. Fax: 3788 8925.

Eu lifouvi o contetido deste termo e recebi esclarecimento sobre as minhas duvidas

oralmente.

Assinatura do pesquisador legal

Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa
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