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A hipotese da existéncia de um agente infeccioso que poderia induzir a formagio de
tumores em aves foi formulada por Peyton Rous no inicio deste século. Estudos posteriores
conduziram a descrigdo do virus do sarcoma de Rous, caracterizado como um retrovirus capaz de
provocar o aparecimento de neoplasias (Rous, 1967).

Retrovirus sdo virus cujo material genético é constituido por RNA e que contém duas
copias de seu genoma em cada "virion" (forma extracelular do virus). Estes virus sdo
caracterizados pela propriedade de transcrever estas seqiiéncias de RNA em uma copia de DNA
com dupla hélice que € entdo integrada ao genoma da célula infectada. A transcrigdo ocorre
precocemente durante o processo infeccioso e ¢ catalisada por uma enzima denominada
transcriptase reversa. Esta enzima utiliza as duas copias do genoma viral e por meio de um
mecanismo complexo de ligagio entre as duas hélices da origem a uma copia completa de DNA
denominada de provirus, a qual uma vez integrada ao genoma da célula hospedeira tem
comportamento semelhante a qualquer gene celular. A propriedade tumorigénica desse gene
forneceu o substrato para sua caracterizagdo como oncogene, termo que passou a representar
genericamente um gene do genoma viral capaz de induzir tumores (Rosenberg & Krontiris, 1991).

A investigagio a respeito dos mecanismos envolvidos nessa propriedade de produzir
tumores mostrou que a indugio de fibrosarcomas em aves e a transformagio de fibroblastos de
embrides de aves em cultura de tecidos requeria um gene viral chamado src ("sark"). A analise
pormenorizada desse fragmento génico facultou uma notavel descoberta em biologia, que o gene
src ¢ homologo a um gene celular normal presente ndo somente em passaros, mas também em
numerosos outros seres eucaridticos, desde mamiferos até Drosophilas. Este achado foi seguido
por estudos que revelaram que todos os retrovirus que transformaram células em cultura de
tecidos ou induziram tumores de curta laténcia "in vivo" continham genes transformantes distintos
do src, mas que também derivavam de genes celulares normais (Rosenberg & Krontiris, 1991). O
termo proto-oncogene foi introduzido com o objetivo de diferenciar a forma celular normal
(c-oncogenes) da sua forma viral (v-oncogenes) (Minden, 1987).

Merece mengdo que trés dessas descobertas originadas do estudo dos retrovirus, a

descrigdo dos virus indutores de cncer, a identificagdo da transcriptase reversa e a detecgdo dos



oncogenes celulares, resultaram na concessio do Prémio Nobel de Medicina para respectivamente
Francis Peyton Rous (1966), David Baltimore, Renato Dulbecco e Howard Temin (1975) e
J Michael Bishop e Harold Varmus (1989).

Estes proto-oncogenes foram entdo extensivamente estudados tendo sido demonstrado sua
conservagdo durante a evolugdo, o que sugere que possam desempenhar papéis importantes no
metabolismo e crescimento celular. Desse modo, a hipétese hoje amplamente aceita € que um
proto-oncogene foi incorporado ao genoma viral em um mecanismo de "captura”, e entdo, nesse
novo estado, seria capaz de induzir a formag@o de tumores. As hipoteses que explicam o fato de
um gene envolvido no mecanismo fisiologico celular normal passar a induzir crescimento maligno
sdo multiplas. Em primeiro lugar, é conhecido que, varios tipos de alteragdes podem ocorrer como
conseqUéncia da captura desses genes, pois os genes celulares s3o removidos dos elementos que
controlam sua expressdo. No retrovirus a expressdo do gene € controlada pelo promotor viral e
por elementos estimuladores ("enhancers") localizados na posi¢do terminal 5' do retrovirus
integrado, em uma estrutura chamada "long terminal repeat" ou LTR. Os sinais de poliadenilagdo
sdo fornecidos pelas seqiiéncias LTR localizadas na posigdo terminal 3' do genoma viral. Em
segundo lugar, visto que o gene esta contido em um elemento infeccioso, ele pode ser introduzido
em células que normalmente ndo expressariam essas sequénvcias. Finalmente, na maioria dos casos
a sequéncia codificadora do gene celular € alterada como conseqiiéncta da recombinagdo com o
genoma viral (Rosenberg & Krontiris, 1991).

Os proto-oncogenes produzem moléculas proteicas que estdo intimamente envolvidas no
controle da proliferagdo ou diferenciago celular. De acordo com as propriedades funcionais das
proteinas produzidas pelos proto-oncogenes, eles sio genericamente classificados em proto-
oncogenes com agdo de fatores de crescimento, com agdo de receptores de fatores de
crescimento, com agdo de proteinas quinases, com agdo de proteinas G e proto-oncogenes que

dado origem a proteinas nucleares:



1- Proto-oncogenes com agdo de fatores de crescimento

Exemplos desse tipo de proto-oncogene incluem c-sis, int-2, hst. O gene foi descoberto em
um virus produtor de sarcoma em primatas. A proteina codificada pelo proto-oncogene sis €

homéloga ao fator plaquetario de crescimento (platelet derived growth factor - PDGF).
2- Proto-oncogenes com agdo de receptores de fatores de crescimento

Essa classe de proto-oncogenes é representada por c-erbB1, c-erbA, c-erbB2, c-fms. As
proteinas dos receptores de fatores de crescimento sdo localizadas na membrana celular e
aparentemente tém a fungdo de enviar um sinal a estrutura intracelular ap6s a interagdo com o

fator de crescimento.
3- Proto-oncogenes com agdo de proteinas-quinases

Esse tipo de proto-oncogene compreende a maior familia conhecida desses genes. O
protétipo dessa classe ¢ o c-src, que codifica uma proteina que esta localizada na superficie interna
da membrana celular ¢ é capaz de fosforilar residuos tirosina em uma grande variedade de

substratos. Além do c-src podemos citar c-abl, c-yes, c-mil/raf.
4- Proto-oncogenes com agdo de proteinas G

Essa classe de proto-oncogenes é representada pelos genes c-ras. As proteinas G
compreendem um grupo de moléculas que fazem parte da cadeia de transdugdo de sinais
intracelulares. S3o assim, proteinas de membrana capazes de transmitir sinais para outras proteinas
celulares ou enzimas que catalisam a sintese de outros mensageiros. As proteinas G sdo ativadas
pela ligagdo com a guanosina trifosfato (GTP) e sua atividade € controlada pela hidrolise do GTP.
A reacdo de hidrolise ¢ mediada por uma proteina celular chamada proteina ativadora de GTPase
(GAP). Os produtos dos genes c-ras sio proteinas semelhantes as proteinas G e tém a propriedade
de ligagdo com o GTP. Todas as proteinas ras sdo encontradas na superficie interna da membrana

plasmatica, sugerindo que elas tenham ag@o de proteinas G.



5- Proto-oncogenes que ddo origem a proteinas nucleares

Essa classe de proto-oncogenes & representada pelos genes c-myc, c-myb e c-fos. As
proteinas nucleares em células normais aparentemente controlam a proliferacdo e a capacidade de
auto-renovagio da célula. Essa tltima propriedade ocorre quando a divisdo celular resulta em duas
células filhas idénticas a célula mie e que mantém sua capacidade de proliferagdo. A propriedade
de auto-renovagio em uma populagio de células precursoras é fundamental para a homeostase de
qualquer tecido renovavel. (Minden, 1987: Kastan et al, 1989; Rawn, 1989; McKenzie, 1991;
Williams, 1990).

Compreende-se por ativagdo o mecanismo através do qual um proto-oncogene com fungdo
fisiologica passa a ter a capacidade de induzir tumores, recebendo a denominagdo de oncogene.
Nos tumores humanos, os principais tipos de ativagdo podem ser classificados em mutagéo,
amplificagdo génica e rearranjo génico:

1- Mutagdo: As mutagdes resultam em produto proteico alterado com conseqiiente modificagéo
de sua fungdo normal. Esse tipo de evento é bem definido para os genes da familia ras, tanto em
leucemias como em carcinomas. Essas mutag¢des alteram padrdes criticos da estrutura normal da
proteina ras, de modo que sua fungdo é alterada. Outros exemplos de ativagdo de oncogenes por
mutagdo ¢é o caso do gene c-myc que ocorre em linfomas de células B e que podem modificar
seqiiéncias que regulam a transcrigao.

2- Amplificagio génica: Resultam em amplificagdo do namero de copias do gene que pode incluir
de 3 a mais de 100 copias. Esses genes amplificados produzem niveis muito elevados da proteina

correspondente. Um exemplo desse fato é o gene N-myc em neuroblastomas.

3- Rearranjo génico: Em geral ocorre como resultado de um rearranjo cromossdmico. O oncogene
que sofre o rearranjo pode produzir um produto alterado ou uma quantidade aumentada de
produtos. Exemplos dessas mudangas podem ser observados no rearranjo bcr/c-abl na leucemia
mieloide cronica, onde o gene c-abl no cromossomo 9 € translocado para o cromossomo 22 dando

origem ao cromossomo Philadelphia (Phl). Ocorre o mesmo com o gene c-myc no cromossomo



8, que é translocado tanto para o cromossomo 14, 2 ou 22 no linfoma de Burkitt (Minden, 1987;
Kastan et al, 1989; Williams, 1990; Rosenberg & Krontiris, 1991)

Dessa forma, os proto-oncogenes compreendem um grupo de genes celulares envolvidos
em todos os niveis de controle da divisio e diferenciagdo celular. Em cada um dos genes até o
momento utilizados como exemplo, um evento somadtico resultou em uma mutagdo com
caracteristica genética de alelo dominante, fazendo com que esses genes permanegam "ativados" e
como conseqiiéncia desencadeando divisdo celular ndo controlada.

Entretanto, existem genes cujos produtos tém a fungdo fisioldgica de inibir o crescimento e
diferenciagdo celular e podem demonstrar o padrio oposto aos oncogenes quando sofrem
mutagOes ou rearranjos. Nesse caso, os genes sdo desativados e levam a perda do controle
negativo do crescimento resultando em padrdo desordenado de proliferagio celular. Os genes que
tém essa propriedade sio conhecidos como genes supressores de tumores ou anti-oncogenes € 0s
exemplos mais conhecidos sd3o o P53 ¢ o RB (retinoblastoma) (Rosenberg & Krontiris, 1991,
Kaelin Jr., 1993).

As lesGes nos proto-oncogenes e genes supressores de tumores parecem ter uma
prevaléncia semelhante entre as neoplasias humanas. Aparentemente, no entanto, a maioria das
neoplasias malignas poderiam ter origem pelos efeitos colaborativos de oncogenes ativados e
mutacles em genes supressores de tumores (Bishop, 1991). A proliferagdo neoplasica compreende
uma série de eventos complexos, que provavelmente dependem de interages varias entre
diferentes genes para ser concretizada. Em um dado clone de células tumorais, haveria uma série
consecutiva de ativagdes de oncogenes e de muta¢des em anti-oncogenes, cada uma conferindo as
células tumorais alguns dos fenotipos que em conjunto constituem o comportamento maligno
como um todo. Este padrdo ¢ em geral denominado de hipotese de multiplos eventos ("multistep")
para indugio de neoplasia. (Weinberg, 1984; Weiberg, 1989; Sugimura, 1992).

Vogelstein & Kinzler (1993) ddo a esse mesmo processo a denominagido de conceito dos
multiplos eventos ("multi-hit concept"), que basicamente poderia ser explicado pelo fato que cada
mutagdo levaria a uma série de multiplicagdes celulares associadas ao aumento gradual no

tamanho do tumor inicialmente benigno, desorganizagio e malignidade. Parecem ser requeridas de



trés a seis mutagdes para completar o processo. Dessa maneira seria possivel explicar porque a
maioria das neoplasias ocorrem em pessoas mais idosas, uma vez que sdo necessarias décadas para
um individuo acumular o nimero de mutagdes suficientes para causar a malignidade. Um exemplo
representativo dessa hipotese encontra-se na figura 1.

A linhagem de leucemia promielocitica humana HL-60, fornece outro exemplo de célula
tumoral na qual varias lesGes separadas, mas potencialmente oncogénicas tém sido descritas: o
gene c-myc € amplificado e super expresso, o gene N-ras apresenta substituigdo de uma base, o
gene P53 apresenta deleg@io génica € o gene neu/erb B2 esta amplificado. Existem vérios outros
exemplos de linhagens celulares com no minimo 2 oncogenes mutantes identificados. Também ¢
comum o encontro de genes ativados em tumores ou linhagens celulares afetados por mais de uma
lesdo (Stamatoyannopoulos ef al, 1987). Experimentos de transformagéo utilizando fibroblastos
de embrides de camundongos mostraram que os oncogenes ras e myc separadamente ndo foram
capazes de induzir a transformagdo celular total, enquanto que os dois oncogenes introduzidos
simultaneamente atingiram esse resultado. Esses dados sugerem que cada oncogene seria
especializado em induzir parte dos fenotipos requeridos para a transformagio total. Entretanto,
nem todos 0s oncogenes parecem seguir este mecanismo de passos multiplos, pois existem dados
que sugerem que um Gnico oncogene seria capaz de induzir tumorigénese sob condigdes especiais

(Weinberg, 1989).



Cromossomo 5q 12p 18q 17p
Anormalidade Perda Ativagéo Perda Perda
Hipometilagao Outras
do DNA alteragoes
epitélio
apitélio R adenoma adenoma adenoma :
normal :‘:‘::{'5:0" precoce intermediario tardio carcinoma metastase

Figura 1: Representagdo das alteragdes génicas nas neoplasias colo-retais, um exemplo do conceito dos
multiplos eventos ("multi-hit concept") (Vogelstein & Kinzler, 1993; Casartelli, 1993).
APC, DCC e p53 sdo genes supressores, onde:
APC = gene envolvido na "adenomatous polyposis coli" familial

DCC = gene deletado no carcinoma de colon



PROTO-ONCOGENE RAS

Os numerosos estudos visando estabelecer as bases moleculares das neoplasias mostram
com freqiiéncia anormalidades nos membros de uma pequena familia génica conhecida como ras.
Esta denominagdo € derivada das palavras "rat sarcoma" porque os genes foram identificados pela
primeira vez como o principio transformante das linhagens Harvey e Kirsten de virus de sarcoma
de rato (Harvey, 1964; Kirsten & Mayer, 1967). Os genes ras foram identificados em mamiferos,
passaros, insetos, moluscos, plantas, fungos e leveduras. A analise da seqiiéncia de nucleotideos e
dos produtos destes genes revelaram alto grau de conservagdo, o que indica fortemente um
possivel papel fundamental destes genes na proliferagdo celular (Barbacid, 1987; Toksoz ef al,

1989; Grand & Owen, 1991).

GENES RAS DE MAMIFEROS

Até o momento, tré€s genes ras foram identificados no genoma de mamiferos, os genes
H-ras-1, K-ras-2 e N-ras. Além disso, dois pseudogenes, H-ras-2 ¢ K-ras-1, foram identificados e
caracterizados em ratos e seres humanos e parecem existir na maioria, se ndo em todos os
mamiferos (Hall & Brown, 1985; Barbacid, 1987). A localizagdo destes trés genes nos
cromossomos humanos e em roedores também foi determinada. O N-ras, originalmente
identificado em células originadas de neuroblastoma humano, encontra-se no brago curto do
cromossomo 1, enquanto que o H-ras-1 e K-ras-2 estdo localizados nos bragos curtos dos
cromossomos 11 e 12, respectivamente (Minden, 1987).

Os trés genes funcionais codificam proteinas altamente relacionadas, genericamente
conhecidas como p21 (21 Kd), as quais se ligam a guanosina trifosfato (GTP) e a guanosina
difosfato (GDP) com elevada afinidade (Mckenzie, 1991; Haubruck & McCormick, 1991). As
sequiéncias codificadoras de cada um desses genes estdo igualmente distribuidas em 4 exons
exceto para o gene K-ras-2, o qual possui 2 alternativos quarto exons (exons IV A e IV B) que

propiciam a sintese de duas proteinas p21 isomorficas de 188 e 189 residuos e que diferem em



seus dominios carboxi-terminais. A estrutura dos introns nos diferentes genes é extremanente
varidvel. Como consequéncia, os genes ras exibem estruturas genéticas distintas com tamanhos

que variam de 4.5 Kb do H-ras-1 a 50 Kb do K-ras-2 (Barbacid, 1987).

PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

As proteinas codificadas pelos genes ras, independentemente de sua origem filogenética,
sdo capazes de ligagdo com nucleotideos de guanina GTP ¢ GDP e possuem reduzida atividade
intrinseca de GTPase. Além do mais, as proteinas ras exibem homologia significante com a
subunidade o das proteinas G, tais como a Gs, que ativa a adenilato ciclase em resposta a
estimulos B adrenérgicos; Gi, que inibe essa enzima ¢ parece ativar a fosfolipase C; Co, com
fungdo ainda ndo determinada e transducina, uma proteina que regula a atividade fosfodiesterase
do cGMP na transdugdo de sinais visuais (Barbacid, 1990).

A notavel semelhanga entre as proteinas ras e as proteinas G conduziu a proposig¢do que as
proteinas ras p21 poderiam estar envolvidas na transdug@o de sinais (Chang ef al, 1991). Essas
proteinas provavelmente existem em equilibrio entre um estado ativo e um estado inativo. A
maioria das moléculas produzidas pelos genes ras em uma célula estaria no estado inativo
caracterizado por conformagdio que permite a ligagio do GDP. As proteinas ras normais
permaneceriam em seu estado inativo até receberem um estimulo de outra proteina, provavelmente
um receptor de membrana. Esse estimulo resultaria na troca de GDP por GTP que
consequentemente conduz a uma mudanga conformacional para o estado ativo. A conformagio do
estado ativo da proteina ras-GTP permitiria a interagido entre as moléculas efetoras para continuar
a transdug@o de sinais. Uma vez ocorrida essa interagdo, as proteinas ras ligadas ao GTP seriam
inativadas com o consequiente retorno do complexo ras-GDP. (Barbacid, 1987, Trahey &
McCormick, 1987; Rawn, 1989).

Esse modelo fornece as bases teoricas que explicariam porque mutagdes poderiam conferir
propriedades transformantes aos genes ras. Estas mutagOes produziriam proteinas que poderiam

reverter o equilibrio normal entre as formas ativa e inativa. A estabilizagdo das proteinas ras no
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seu estado ativo causaria um fluxo continuo de transdu¢do de sinais, o qual resultaria na
transformagdo maligna. Teoricamente, esse processo poderia ser alcangado por mutagbes que
inibiriam a atividade de GTPase das proteinas ras, que aumentariam a taxa de troca entre GDP e
GTP, ou induziriam mudanga conformacional ativa, mesmo sem a ligagdo de nucleotideos de
guanina. Esse modelo também leva em consideragdo que os genes ras normais poderiam induzir a
transformagdo maligna quando super-expressos. Niveis altos de proteinas ras normais poderiam
produzir moléculas suficientes em seu estado ativo ligado a GTP para induzir transformagio
maligna sem afetar o equilibrio entre as formas ativa e inativa caracteristicas das proteinas ras
normais (Barbacid, 1987) (figuras 2 e 3).

A atividade intrinseca de GTPase das proteinas p21 € fraca e consequentemente néo seria
propicia para o tipo de desativagdo rapida requerida durante a transdug@o de sinais. A conversdo
eficiente de GTP para GDP ¢ feita pela interagdo das proteinas p21 com uma molécula de 120000
Da designada Gap (proteina ativadora de GTPase) (Trahey & McCormick, 1987; Toksoz e al,
1989; Barbacid, 1990). A GAP catalisa a conversio do complexo GTP-p21 para GDP-p21 pelo
menos 50 vezes mais rapido do que a reagdo intrinseca p21/GTPase (Trahey & McCormick,
1987). A GAP também € capaz de ligagdo com as proteinas p21 mutadas, mas essa interagio ndo
¢ capaz de estimular a hidrolise de GTP. Como resultado, as proteinas mutantes oncogénicas
permanecem permanentemente ligadas ao GTP sob condigdes fisiologicas. Um exemplo é a
proteina mutante p21 leu-61 que é capaz de interagir com GTP com afinidade 50 vezes maior que
a proteina normal (McCormick, 1990).As primeiras mutagdes nos oncogenes ras foram
determinadas por transfecgdo de células da linhagem de fibroblastos de camundongos NIH-3T3
com DNA obtido de células tumorais, seguidos de clonagem e sequenciamento do oncogene. Nas
células transformadas, as muta¢des encontradas quase sem excegdo foram localizadas nos codons
12, 13, e 61 dos genes H-ras, K-ras e N-ras (van Mansfeld & Bos, 1992). Estudos de mutagénese
"in vitro" mostraram que mutagSes nos codons 63, 116, 119 e 146 também s3o capazes de
conferir propriedades transformantes aos genes ras. Dentre todas essas mutagdes, as que ocorrem

nos codons 12 e 61 sdo as mais frequentes tanto em tumores humanos como em tumores animais

i1



Fator de Crescimento

Receptor para Tirosina Quinase

Qutros Efetores

Cascata
(GAPs) Quinase

Efetores

Qutros Efetores <

Outros Efetores ¢

Outros Efetores <
Outras Quinases

MEK: MAP quinase quinase
MAPK: quinase ativada por mitogénio

Sos: fator liberador de nucleotidcos de guanina

Figura 2: Atividade da proteina produzida pelo proto-oncogene ras, da superficic celular ao nucleo, onde
os genes sdo ativados ou dcsativados em resposta ao sinal que entra na célula. O processo se
inicia com a ligagdo de um fator de crescimento, como o fator de crescimento epidermal ao seu
receptor de tirosina quinase, resultando na auto-fosforilagio dos residuos de tirosina do receptor.
Os controladores dos fatores de troca do ras, como Grb2/SemS5, entram em operagdo,
recrutando fatores de troca (ou ativadores, por excmplo, Sos) para interagir com o gene ras. Os
ativadores funcionam como agentes liberadores de nucleotideos de guanina, convertendo ras-
GDP, a forma inativa, para a forma ativa ras-GTP. Abaixo do ras, o alvo principal ¢ a proteina
Raf, também produto de um oncogene. Uma vez ativada, a Raf fosforila uma segunda quinase
(MAP quinase quinase ou MEK). Apos mediagdo por outras quinases, 0s sinais passam para o
nticleo da célula através da fosforilagdo dos fatores de transcrigdo que regulam a expressdo
génica. Outras rotas sinalizadoras que interagem com essa via ndo estdo demonstradas (Egan &
Weinberg, 1993).
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Entrada
do Sinal

GTP » GDP

mutacgoes
Ras

PO,

Efetor

Efetor | Efetor/GAP

Saida
do Sinal

Figura 3: Fungdo da proteina G ras. A proteina p21 produzida pelo gene ras ¢ inativa quando ligada ao
GDP. A entrada do sinal resulta na substituigio de GDP por GTP e conseqiiente ativagdo do
produto do gene ras. A p21* interage com o efctor GAP para resultar na transdugdo distal do
sinal. As mutagGes de ponto ras que levam ao fenotipo transformado geralmente reduzem a
hidrolise do GTP, mantendo uma grande proporgdo das moléculas p21 celulares no estado ativo.
Os componentes da transdugdo do sinal, tanto proximais como distais da p21, nio foram ainda
identificados (Rosenberg & Krontiris, 1991).
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induzidos por carcinégenos. As proteinas dos genes ras normais contém o aminoacido glicina na
posigdo 12, um residuo que parece ser necessario para a sua fungdo fisiologica normal. A
substitui¢d@o da glicina por qualquer outro aminoacido com excegdo da prolina, resulta na ativagdo
oncogénica das moléculas ras. A andlise de raio-X de proteinas p21 cristalizadas normais e
transformantes, parece indicar que esse aminoécido € critico para a interagdo da molécula p21 com
o fosfato da molécula GTP, interagdo requerida para a atividade GTPase eficiente.

Assim, de acordo com essas previsdes, os produtos dos oncogenes ras exibem tanto uma
habilidade diminuida para hidrolisar GTP (muta¢es nos codons 12 e 61) como uma afinidade
muito limitada para se ligar a nucleotideos de guanina (mutagdes nos codons 116 € 119). Uma vez
que as proteinas ras existem em um equilibrio entre formas inativas (ligadas a GDP) e ativas
(ligadas a GTP), as mutagdes que resultam em estabilizagdo das proteinas ras em seu estado ativo
causariam um fluxo continuo de transdugdo de sinais o qual poderia resultar em transformagio

maligna (Barbacid, 1990).

0OS ONCOGENES RAS E O INiCIO DA NEOPLASIA

A maioria dos dados sobre o papel do proto-oncogene ras na patogénese das neoplasias
humanas ¢ derivada de estudos em modelos animais (Barbacid, 1987). Deste modo, a primeira
indicagdo que a ativagdo do proto-oncogene ras estaria envolvida nos primeiros estagios da
carcinogénese foi fornecida pela identificagdo de mutagSes em papilomas pré-malignos de pele em
camundongos (Balmain & Pragnell, 1983). Varios experimentos em animais mostram que o0s
proto-oncogenes ras podem ser ativados por substdncias quimicas carcinogénicas, permanecendo
latentes, sem induzir as manifestagdes fenotipicas da neoplasia. Provavelmente fatores adicionais
antes do inicio da neoplasia devem interagir com os oncogenes ras ativados e assim
desencadeariam o desenvolvimento da neoplasia (Kumar ef a/, 1990; Reynolds et al, 1990).

A partir desses dados foi possivel formular a hipotese de que no homem os proto-
oncogenes ras poderiam ser esporadicamente ativados durante a vida de individuos saudaveis,

tanto por exposigdo a agentes carcinogénicos como por erros esporadicos durante a replicagio
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celular. Esses oncogenes permaneceriam latentes até que sob certas condigdes especiais (ex.:
exposi¢gdo a agentes toxicos como cigarro, virus, e outros) levariam ao desenvolvimento
neopléasico (Kumar ez al, 1990).

A utilizagdo extensiva da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) simplificou
muito o procedimento de analise de tumores para detecgdo de mutagdes de ponto. Além disso
possibilitou que materiais arquivados, como esfregagos de sangue ou medula 6ssea ou blocos de
tecidos incluidos em parafina pudessem ser utilizados como fonte de DNA para analise (van
Mansfeld & Bos, 1992). Como conseqiiéncia do emprego da PCR, numerosos grupos de
investigadores foram capazes de detectar oncogenes ras ativados em cincer de estdmago, pulméo,
pancreas, cabega e pescogo, prostata, em leucemia mielodide aguda, cancer de mama e célon (Bos,
1989; McKenzie, 1991). As frequiéncias mais elevadas foram observadas em adenocarcinomas do

pancreas, cOlon e pulmdo, em tumores da tiredide e em leucemia mieldide (tabela 1a).

Tabela 1a: Freqiiéncia de mutagdes no oncogene ras em varios tipos de tumores.

Tipo de tumor | % de mutagées referéncia

adenocarcinoma 93 Smit ef al, 1988

do péncreas

carcinoma de 17-30 Rodenhuis et al,
pulmio 1988
Suzuki et al, 1990
Rodenhuis &
Slebos, 1992
tumores da 15-20 Lemoine ef al, 1988
tirebide

Namba et al, 1990
cancer de colon 40 - 50 Bos et al, 1987b
Forrester et al, 1987

Vogelstein et al,
1988
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Mutagdes do gene K-ras aparentemente predominam em tumores pancreaticos e parecem
identificar um subgrupo de pacientes com pior prognostico e menor tempo de sobrevida livre de
doenga. Deng et al (1991) sugerem que mutagdes do gene H-ras aparentemente se correlacionam
com nimero de metastases ¢ tempo de sobrevida em pacientes com cancer géstrico. Varios
estudos sdo concordantes em apontar mutagdes no oncogene ras COmo um evento precoce no
desenvolvimento de cincer de colon (McKenzie, 1991).

Mutagdes no proto-oncogene N-ras foram detectadas com relativa freqiiéncia em algumas
neoplasias hematologicas. Por razdes ainda ndo completamente esclarecidas esse tipo de mutagéo
parece ser a anormalidade mais comum na leucemia mieldide aguda (LMA). E possivel que
especificamente o proto-oncogene N-ras tenha um papel critico no controle da proliferagdo e
diferenciagio das células hematopoéticas (Kastan et al, 1989).

A prevaléncia de mutagdes no proto-oncogene ras nas sindromes mielodisplasicas (MDS)
é variavel entre 6 e 40% dos casos estudados (Lyons ef al, 1988; Padua et al, 1988; Bar-Eli ef al,
1989; Yunis ef al, 1989; Ahuja ef al, 1990; van Kamp et al, 1992). Embora os dados ndo sejam
conclusivos, aparentemente a presenga da mutagfo esta associada com menor sobrevida e
probabilidade maior de desenvolvimento de leucemia mieldide aguda (van Kamp et al, 1992,
Paquette et al, 1993).

Nas leucemias mieloides agudas a freqiiéncia de mutagdes no proto-oncogene N-ras é
variavel entre 11 e 27% dos casos estudados. Em geral essas mutagGes sdo mais freqiientemente
observadas nos subtipos morfologicos M4 e M5, classificados segundo os critérios do grupo
Franco-Britanico-Americano (FAB). No entanto, a importancia dessa alteragdo como indicador de
prognostico e resposta & terapéutica ndo esta ainda elucidada. Assim, nos poucos estudos em que
essas variaveis foram consideradas, nio foi possivel observar diferengas significativas entre
pacientes portadores da mutagdo e aqueles em que a mutagdo estava ausente (Bos ef al, 19873,
Janssen ef al, 1987; Browett & Norton, 1989; Radich et a/, 1990; Farr et al, 1991; Chin et al,
1992; Taylor et al, 1992).

No entanto, Taylor et al (1992) correlacionaram a presen¢a de mutagdes no proto-

oncogene ras com a exposi¢do a agentes quimicos em pacientes portadores de LMA. Observaram
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que pacientes portadores de LMA com mutagdes no proto-oncogene ras apresentavam
frequéncias de exposi¢do a agentes quimicos significativamente maiores do que os pacientes com
LMA e auséncia de mutagdes.

Mutagdes no proto-oncogene N-ras sio também bastante frequentes em portadores de
leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (40 a 50%) (Padua et al, 1988; Hirsch-Ginsberg et al,
1990), mas, em contraste, sdo menos freqiientes naqueles com leucemia mieloide crénica (LMC)
(0-3%) (Janssen et al, 1987, Hirsch-Ginsberg et al, 1990; Ahuja et al, 1990).

Nas leucemias linféides agudas (LLA) as freqiiéncias de mutagbes sdo em geral menores
que aquelas descritas para LMA e variam de 6 a 18% (Rodenhuis et al, 1986; Neri et al, 1988,
Browett & Norton, 1989; Ahuja e al, 1990, Lubbert ef al, 1990). Em um desses estudos a
presenga de mutag@o foi claramente associada com pior prognostico da doenga (Lubbert ef al,

1990).
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Tomados em seu conjunto, os dados da literatura ndo permitem concluir se a frequéncia de
mutagdes no proto-oncogene ras nas leucemias mieloides agudas varia de acordo com a
populagio estudada ou com os varios possiveis agentes etiologicos envolvidos. Além disso, ndo
esta ainda completamente esclarecida a correlagdo entre a existéncia de mutagdes € a evolugdo
clinica ou a classificagio morfologica das leucemias agudas. Importa, ainda, ressaltar que ndo
existem estudos relativos a frequéncia de mutagSes no proto-oncogene ras em populagdes
brasileiras.

Desse modo, os objetivos desse trabalho foram:

1- Estimar a freqiiéncia e os tipos de mutagdes no proto-oncogene N-ras em 353 pacientes
portadores de leucemias agudas atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

2-  Analisar, ainda que com as limitagdes existentes nesse tipo de estudo, a correlagdo entre a
existéncia da mutagdo e a classificagdo morfologica das leucemias, a possivel exposicdo a

agentes toxicos € a evolugdo clinica dos pacientes.
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Foram estudados 53 pacientes portadores de leucemias agudas (40 LMA e 13 LLA),
escolhidos aleatoriamente, atendidos no ambulatorio da disciplina de Hematologia da UNICAMP,
no periodo de 30/11/89 a 08/09/92. O estudo compreendeu 28 homens e 25 mulheres, com idade
variando entre 16 e 81 anos. Além disso, apenas como um exemplo ilustrativo de um caso com
mutagdo no oncogene N-ras em uma condigdo diferente da leucemia aguda, foi estudado um
paciente do sexo masculino, com 55 anos, portador de leucemia mielomonocitica cronica
(LMMC). O diagnostico da leucemia aguda foi levado a efeito por meio das caracteristicas clinicas
e do estudo citologico e citoquimico da medula Ossea realizado em esfregagos obtidos por
aspiragdo medular e corados pelo Leishman e pelas seguintes reagdes citoquimicas: "Sudan Black"
ou a peroxidase, acido periodico Schiff € a alfa-naftil acetato esterase (Dacie & Lewis, 1984). Em
casos recentes o diagnéstico foi feito por meio de imunofenotipagem (com a utilizagdo dos
anticorpos CD 2, CD 3, CD 5, CD 10, CD 13, CD 19, CD 33, CD 34, CD 41 e CD 42) realizada
de acordo com os métodos descritos por Waller & MacLennan (1977). As caracteristicas clinicas
e hematoldgicas dos pacientes estudados encontram-se nas tabelas 5 € 6.

A classificagdo das leucemias agudas em LLA e LMA e a identificagdo de seus subtipos foi
realizada segundo a proposta do grupo cooperativo FAB (Bennett ef al, 1976; Bennett et al,
1985a; Bennétt et al, 1985b).

Os critérios para remissdo clinica e hematoldgica utilizados nesse estudo foram aqueles
classicamente adotados na literatura com ligeiras modificagdes (Lister et al, 1987).

Basicamente os critérios para a remissdo hematolégica foram:

1. Sangue periférico com dosagem de hemoglobina (Hb) maior que 10g/100ml, nimero de
granuldcitos maior que 1,5x109/L, ntimero de plaquetas maior que 100x10%/L e auséncia de
blastos.

2. Mieclograma com medula normocelular, e percentagem de células blasticas (sem
caracteristicas neopléasicas) menor que 5%.

O critério basico de recidiva hematologica foi a percentagem de células blasticas com

caracteristicas morfologicas sugestivas de células neoplésicas superior a 5% no exame citologico

21



da medula 6ssea, ou alternativamente, a invasdo de 6rgdos ndo hematopoéticos por células
leucémicas (Cheson ef al, 1990).

Os pacientes com LMA e idade menor que 60 anos foram tratados segundo um esquema
quimioterapico modificado do protocolo do grupo cooperativo alemdo LMA (Biichner et al,
1991). Os pacientes com idade igual ou maior que 60 anos foram tratados com Ara C em baixas
doses para a indugio da remissdo de acordo com a descri¢do de Wahlin ez al (1991). A terapéutica
quimioterapica para os pacientes com LLA foi realizada segundo a descrigdo de Hoelzer et a/
(1984). Estes protocolos encontram-se descritos pormenorizadamente no Anexo 1.

Para os calculos da sobrevida global e da sobrevida livre da doenga foram consideradas
como data do diagnostico, da remiss3o e da recaida os dias de coleta do mielograma. A data do
6bito foi considerada como aquela do atestado de Gbito ou a obtida por informagéo verbal dos
familiares.

Apesar da reconhecida limitagdo dos métodos de analise a respeito da exposi¢do dos
pacientes a possiveis agentes toxicos, neste trabalho foram avaliados os possiveis fatores de risco
ocupacional descritos previamente como provavelmente associados ao aparecimento de leucemias
(tabela 1b) (Sandler & Collman, 1987; Taylor et al, 1992). Os dados foram obtidos pela analise do
prontuario médico, por entrevista com o paciente por um dos pesquisadores diretamente
envolvidos no contato com o paciente e por entrevistas com a familia por telefone. Néo foi
possivel a obtengdo de dados confiaveis em 10 pacientes, que foram portanto, excluidos dessa

analise.
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Tabela 1b:  Ocupagdes de risco, como sugerido por Taylor e colaboradores, 1992.

Mecanicos de automoveis

Trabalhadores em induastrias automobilisticas

Cabeleireiros, barbeiros ou cosmetologistas

Técnicos em laboratorios de biologia

Trabalhadores em industrias quimicas

Trabalhadores em indistrias de corantes

Eletricistas

Trabalhadores em industrias de aparelhos eletrénicos

Fazendeiros

Embalsamadores

Carpinteiros

Atendentes de postos de gasolina

Jardineiros

Trabalhadores em industrias de couro/sapatos

Trabalhadores em industrias de munig¢&es/cxplosivos

Trabalhadores em industrias nucleares

Enfcrmciras

Outros profissionais da area da saude que cuidam de

pacientes

Pintores

Aplicadores de pesticidas

Trabalhadores em industrias de petroleo

Farmacéuticos

Trabalhadores em indiistrias de plasticos

Trabalthadores em graficas

Trabalhadores em industrias de borracha

Trabalhadores em industrias téxteis

Motoristas de caminhdes, onibus ou taxi

Técnicos de raio-X
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Neste trabalho a detecgdo de mutagdes no proto-oncogene N-ras foi levada a efeito pela
hibridizagdo alelo-especifica apds amplificagdo deste gene pela PCR e fixagdo do DNA em filtros

de nylon pela técnica de "dot blot".

Extragao de DNA a partir de leucécitos

A extragio de DNA gendmico de leucdcitos foi feita a partir de 20 ml de sangue periférico,
colhidos em frasco estéril, com EDTA 10% como anticoagulante. A amostra foi centrifugada a
2500 rpm por 15 minutos. Apds o descarte do plasma, os eritrécitos foram lisados com uma
mistura das solugdes de cloreto de aménio NH4Cl 0.144 M (5 vezes o volume de células) e
bicarbonato de aménio NH4HCO3 0.01 M (0.5 vez o volume de células). Apds o repouso a
temperatura ambiente por 15 minutos, o hemolisado foi centrifugado por 20 minutos a 2500 rpm.
O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucocitos lisado em solugio de NaCl 0,3M,
EDTA 10 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.5, 4,2 g de uréia, 1ml de dodecil sulfato de sédio (SDS)
20%, por 16 horas a 37°C.

Foi adicionada uma ﬁxistura de fenol/cloroférmio/é.lcool isoamilico (25:24:1)
(volume/volume). A amostra foi agitada lentamente e a seguir centrifugada por 20 minutos a 2500
rpm. A fase aquosa superior foi transferida para outro tubo estéril, repetindo-se o procedimento
acima. Uma mistura de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foi ent3o adicionada (volume/volume)
repetindo-se a centrifugag@o.

Seguindo-se & transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitagdo do acido
nucleico foi conduzida pela adi¢do de acetato de sodio 3M pH 5,3 (10% do volume) e etanol
absoluto gelado (trés vezes o volume).

O DNA foi solubilizado em agua destilada, deionizada, estéril ¢ teve sua concentra¢do
estimada em espectrofotdmetro, através do valor da densidade optica em comprimento de onda =

260nm (Sambrook et al, 1989).
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Extracao de DNA de laminas

Utilizou-se para a extragdo de DNA, preparagfes citologicas de sangue periférico ou
medula 6ssea, modificando-se um método através do qual extrai-se DNA de células ou tecidos
previamente fixados (Jeanpierre, 1987). O DNA foi isolado de material de arquivo, usando
esfregagos corados ou ndo corados pelo corante de Leishman e estocados por um periodo que
variou de um més até mais de um ano a temperatura ambiente. Usualmente, 1 ou 2 ldminas foram
raspadas em um tubo estéril de microcentrifuga de 1.5 ml, usando ldmina de bisturi também estéril.
O material raspado foi ressuspenso em 400 ul de hidrocloreto de guanidina 6 M, 30 pl de sarcosil
20%, 30 pl de acetato de amdnio 7.5 M e 10 pl de proteinase K (10 mg/ml). A mistura foi
incubada por 1 hora a 60°C e 1 ml de etanol absoluto gelado foi adicionado. Apos lenta
homogeneizagio, a mistura ficou a -20°C por uma noite e entdo foi centrifugada por 20 minutos a
15000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o "pellet" ressuspenso em 50 ul de agua (Melo et al,

1992).

Amplificacio génica pela reacio em cadeia da polimerase (PCR)

A reagdo em cadeia da polimerase seguiu 0 método descrito por Saiki e colaboradores
(1988), com algumas modificagdes. Os fragmentos do gene amplificado tém aproximadamente
118 pares de bases, e incluem os codons 12, 13 e 61. Os dois pares de "primers" utilizados foram

provenientes da Clontech (Palo Alto, Califérnia - EUA) (Padua ef al/, 1988) e estdao descritos a

seguir:
5" N-ras/codons 12,13 ATG ACT GAG TAC AAA CGT GT
3" N-ras/codons 12,13 CTC TAT GGT GGG ATC ATATT
5" N-ras/codon 61 CAA GTG GTT ATA GAT GGT GA
3" N-ras/codon 61 AGG AAG CCT TCG CCT GTC CT
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A mistura de reagdo consistiu de 100 wl, contendo 100 pM de cada iniciador ("primer"),
200 uM da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tampéo da enzima (10mM Tris-
HCl pH 8.3, 0,01% gelatina, 50 mM KCl e 1.5 mM MgClp) e 2.5 unidades de Taq polimerase. A
quantidade de DNA empregada em cada reagio de PCR foi de 0.5 pg. As reagdes de PCR foram
efetuadas em aparetho ciclador de temperatura "DNA Thermal Cycler" (Perkin Elmer-Cetus)
segundo as condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C por 5”minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C
por 1 minuto e 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 30 segundos, 72°C por 2 minutos. O dltimo
ciclo teve o periodo de extensio prolongado por 7 minutos. Os produtos da reagdo foram
separados em gel de agarose 4% ou em gel de poliacrilamida 7%, corados com brometo de etidio

e visualizados sob iluminago ultra-violeta.

Fixacdo do DNA em filtros de '""'nylon" como "Dot Blot"

Foram utilizados 30 pl da reagdo de PCR para cada "Dot Blot", acrescidos de 170 ul de
solugdo de NaOH 0.4 N, EDTA 25 mM. Apos homogeneizag3o, a mistura foi deixada em repouso
por 10 minutos & temperatura ambiente, aquecida a 95°C por 2 minutos e colocada em gelo até
sua aplicagdo. O DNA foi imobilizado em membranas de nylon no sistema "Dot Blot" (Aparato
Bio-Dot - Biorad) e fixado em estufa a vacuo por 2 horas a 80°C. Cada membrana foi feita em

duplicata (Sambrook et al, 1989; Costa et al, 1992).

Fixacio do DNA por meio de "Southern Blot"

Ap6s eletroforese em gel de agarose a 2%, o material foi transferido para filtros de "nylon"

pelo método de transferéncia alcalina (Sambrook ef al, 1989), com tampdo NaOH 0.5 N e NaCl

IS N.
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A transferéncia foi feita pelo método "seco”, isto €, sobre o gel foi colocado o filtro de
"nylon", papel de filtro e papel toalha. O Gnico tamp@o utilizado foi aquele contido no préprio gel.
O tempo de duragdo da transferéncia foi ao redor de 12 horas, o0 que resultava em transferéncia
total do DNA da agarose para o filtro. Apds a transferéncia a membrana foi neutralizada por 2
minutos em tampédo 0.45 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.5. Apés secagem, o DNA foi fixado pelo

aquecimento a 80°C por 2 horas (Costa et al, 1991).

Hibridizacio

A hibridizagdo foi realizada utilizando-se sondas alelo-especificas para as mutagdes
previamente descritas nos codons 12, 13 e 61 do oncogene N-ras (Tabelas 2, 3 e 4, onde Tm(°C)
significa temperatura de "melting" e Tl significa temperatura de lavagem) (Costa ef al, 1992). Os
oligonucleotideos utilizados como sonda para todas as mutagdes e para a seqiiéncia normal sdo

provenientes da Clontech (Palo Alto, California - EUA) (Lyons ef al, 1988).

Tabela 2: Sequéncia dos oligonuclotideos utilizados como sondas na hibridizagdo alelo-

especifica para o codon 12.

sequéncia Tm(°C) | TI(°C)
1 GGA GCA GGT GGT GTT GGG AA (gly) normal 64 66
2 GGA GCA AGT GGT GTT GGG AA (ser) mutante 62 64
3 GGA GCA TGT GGT GTT GGG AA (cys) mutante 62 64
4 GGA GCA CGT GGT GTT GGG AA (arg) mutante 64 66
5 GGA GCA GAT GGT GTT GGG AA (asp) mutante 62 64
6 GGA GCA GCT GGT GTT GGG AA (ala) mutante 64 66
7 GGA GCA GTT GGT GTT GGG AA (val) mutante 62 64
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Tabela 3:  Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados como sondas na hibridizagdo alelo-

especifica para o codon 13.

sequéncia Tm(°C) | TI(°C)
1 GGA GCA GGT GGT GTT GGG AA (gly) normal 64 66
2 GGA GCA GGT AGT GTT GGG AA (ser) mutante 62 64
3 GGA GCA GGT TGT GTT GGG AA (cys) mutante 62 64
4 GGA GCA GGT CGT GTT GGG AA (arg) mutante 64 66
5 GGA GCA GGT GAT GTT GGG AA (asp) mutante 62 64
6 GGA GCA GGT GCT GTT GGG AA (ala) mutante 64 66
7 GGA GCA GGT GTT GTT GGG AA (val) mutante 62 64

Tabela 4:  Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados como sondas na hibridizagdo alelo-

especifica para o codon 61.

sequéncia Tm(°C) | TI°C)
1 ACA GCT GGA CA4 GAA GAG TA (gln) normal 58 60
2 ACA GCT GGA GAA GAA GAG TA (glu) mutante 58 60
3 ACA GCT GGA A4A4 GAA GAG TA (lys) mutante 56 58
4 ACA GCT GGA CGA GAA GAG TA (arg) mutante 60 62
5 ACA GCT GGA CTA GAA GAG TA (leu) mutante 58 60
6 ACA GCT GGA CCA GAA GAG TA (pro) mutante 60 62
7 ACA GCT GGA CAT GAA GAG TA (his 1) mutante 58 60
8 ACA GCT GGA CAC GAA GAG TA (his 2) mutante 60 62
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Marcacgido das sondas com isétopos radioativos

A reagdo de marcagdo dos oligonucleotideés foi realizada em solug@o contendo 10 pmoles
da sonda, 5 unidades de T4 polinucleotideo quinase (USB), 8 ul de [7-32P] ATP Amershan 5000
Ci/mmol; 10 pCi/ul), em tampdo Tris-HCl 50 mM pH 7.6; MgClp 10 mM; DTT 0.5 mM,;
espermidina 0.1 mM, EDTA 0.1 mM, com volume final de 50 pl (modificado de Sambrook ez a/,
1989). A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas, parando-se a reagdo com 100 pl de TNE (Tris-
HCI1 10 mM (pH 8,0), NaCl 100 mM, EDTA 1mM (pH 8,0). Foi feita 1 extragdo (volume:volume)
com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e 1 extragdo (volume:volume) com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apés purificagdo em coluna de Sephadex G50, a eficiéncia
da marcagdo foi avaliada pela leitura da radioatividade em solugdo obtida pela diluigdo de 1 ul de
sonda em 3000 pl de liquido de cintilagdo (contador de cintilagdo liquida LS 5000 TA-Beckman)
(Sambrook et al, 1989).

Pré-hibridizacio

Os procedimentos para os filtros obtidos por "Dot Blot" ou "Southern Blot" foram
idénticos.

Os filtros foram colocados no interior de recipientes plasticos flexiveis, com 10 mi de
tampdo de hibridizagdo (concentragio final: 5X SSPE*, 5X Denhardt’'s** e SDS 0.5%) e
incubados por 2 horas a 48°C.

*SSPE 20X: 175,3g NaCl, 27,6g NaH,PO4.H70, 7,4g EDTA, agua q.s.p. 1000ml.
**Denhardt's S50X: 5g Ficoll, 5g polivinilpirrolidone, 5g BSA (bovine serum albumine), agua q.s.p.
500 ml.
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Hibridizacio

Apds a pré-hibridizagdo, as sondas previamente marcadas foram adicionadas aos
recipientes plasticos na razio de 5.0x109 cpm/ml de tampdo e incubadas por mais 3 horas a

temperatura de 48°C.

Lavagens

Foram realizadas 2 lavagens a temperatura ambiente por 5 e 15 minutos respectivamente,
em solugdo 2X SSPE, 0.1% SDS. A temperatura da terceira lavagem foi igual a Tm+2 (Tm=
temperatura de "melting") (tabelas 2, 3 e 4) e a solug@o utilizada foi 5X SSPE, 0.1% SDS.

Tm= (G+C)x4 + (A+T)x2.

Apos a hibridizagio os filtros foram secos e expostos em filme de raio X durante a noite,

com o uso de intensificador a -70°C ou a temperatura ambiente sem o uso de intensificador.

Sequenciamento direto do fragmento amplificado:

O sequenciamento foi realizado utilizando dsDNA Cycle Sequencing System (BRL) e
CircumVent ™™ Thermal Cycle Dideoxy DNA Sequencing Kit (Sonati ef al, 1993). Os

procedimentos s3o semelhantes e estdo descritos a seguir:

Purificacio do DNA:

Aproximadamente 200 fmol de DNA, produto de amplificagdo por PCR, diluido em agua
de forma a atingir o volume de 20ul, receberam 20ul de acetato de aménio 4M e 160ul de
isopropanol. A mistura foi mantida por 10 minutos a temperatura ambiente e a seguir foi
centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi entdo lavado com etanol 70% e

ressuspenso em 20uu de agua destilada.
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Marcacio do iniciador (" primer"):

Os mesmos "primers" utilizados na amplificagdo foram marcados radioativamente em
reagdes de Sul, contendo 60mM Tris-HCI (pH 7,8); 10mM MgCly; 0,2mM KCI; 1pmol de
"orimer"; 2pmol de [y-32P] ATP 5000 Ci/mmol - 10mCi/ml; 1U T4 polinucleotideo kinase,

incubados por 30 minutos a 37°C, seguidos por 5 minutos a 55°C e entdo dispostos em gelo.

Reacio:

Aos 5ul de "primer" marcado foram adicionados 37,5mM Tris-HCl (pH 9,0); 6,25mM
MgCl2; 37,5mM KCl; 50fmol de DNA; 2,5u Taq DNA polimerase, para um volume final de 36pl.
Aliquotas de 8l dessa mistura foram adicionadas a 4 tubos diferentes: o primeiro contendo 2mM
de ddATP e 50uM de cada dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP e dTTP, o segundo 1mM de ddCTP e 50
uM de cada dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, e dTTP, o terceiro 0,2mM ddGTP ¢ 50uM de cada
dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, ¢ dTTP ¢ o quarto tubo 2mM de ddTTP e 50uM de cada dATP,
dCTP, 7-deaza-dGTP, ¢ dTTP. A seguir, essas misturas foram submetidas a 20 ciclos de 30
segundos (s) a 95°C, 30s a 55°C, 60s a 70°C e 10 ciclos de 30s a 95°C e 60s a 70°C. As reag0es
foram interrompidas com 5pul de solugdo contendo formamida 95%, 10mM de EDTA pH 8,0,
0,1% de azul de bromofenol e 0,1% de xileno-cianol, e entdo submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, tampdo (Tris-borato, pH 8,3 90mM, EDTA 4mM) e uréia 7M, em placas de
40x30cm e 0,4mm de espessura (aparato GIBCO-BRL), por 1 hora a 1500 volts (fonte Bio Rad
3000Xi). O tampdo utilizado na eletroforese foi o mesmo usado na preparagio do gel. A
autorradiografia foi obtida apds exposigdo do gel seco em filme de raio X, sem intensificador, por

16 horas.
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Analise Estatistica

Dentre os 40 pacientes com LMA, as seguintes variaveis foram comparadas com relagdo a
presen¢a ou auséncia de mutagdes no oncogene N-ras: idade, sexo, raga, exposi¢do a substancias
toxicas, obtengdo de remissdo, sobrevida global (SG) e sobrevida livre da doenga (SLD).

Para a comparagio entre a presenga ou auséncia de muta¢Ses e a varidvel continua idade
foi utilizado o teste de Wilcoxon (Mann-Whitney) (Wilcoxon, 1945; Mann & Whitney, 1947),
comparando suas medianas. Para a comparagdo das variaveis categoricas (sexo, raga, exposi¢ao a
substancias toxicas e resposta a terapéutica de indug@o da remissdo) foi utilizado o teste exato de
Fisher (Fisher, 1934). Os calculos foram feitos utilizando o "software" SAS (Statistical Analysis
System).

Para a comparagdo entre a presenga ou auséncia de mutagdes e as variaveis continuas
sobrevida global (SG) e sobrevida livre da doenga (SLD) foi utilizado o teste de Wilcoxon
generalizado (Gehan, 1965a; Gehan 1965b). Para estimar as curvas da SG e SLD foi utilizado o
método de Kaplan-Meier, (Kaplan & Meier, 1958), que ¢ apropriado para amostras pequenas com

censuras observadas progressivamente, com a utilizagdo do "software" STATA.
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 RESULTADOS |




Extracao de DNA

O DNA foi purificado a partir de amostras do sangue periférico ou medula 6ssea em 46
pacientes. Nos pacientes restantes (8) a extragdo de DNA foi levada a efeito a partir de material
obtido de esfregagos de laminas de arquivo de mielogramas realizados em periodos de tempo
variaveis de um a dois anos antes do inicio do estudo (pacientes nameros 1, 8, 9, 10, 11, 14,33 e
48 - tabelas S e 6).

As amplificagdes dos fragmentos de DNA foram comparaveis nos dois tipos de métodos

de extragdo empregados (Figura 4).
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Figura4: Elctroforese em gel de poliacrilamida 7% da amplificagio do oncogene N-Ras por PCR.
Posigdo 1: ®X 174 Hac III; posigdes 2 a 4: DNA extraido de ldminas de medula dssca;
posigdes 5 ¢ 6: DNA extraido de leucocitos de sangue periférico ou aspirado de medula dssea

com fenol/cloroformio.
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Hibridizacao alelo-especifica (''dot blot'')

As amostras utilizadas nesse trabalho foram constituidas sempre por grande percentagem
de células blasticas (30-100%). Nos casos com mutagio os resultados foram inequivocos e o sinal
positivo com a sonda mutante foi sempre comparavel em intensidade ao sinal obtido com a sonda

normal. As figuras 5 a 13 mostram todas as mutag¢Ges detectadas.
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Figura 5: Hibridizagio alelo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ de 4 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers"para o oncogene N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
correspondentes aos alelos normal (Gly) e mutante (Arg) no codon 13: 3a-controle normal; as
demais amostras sdo de pacientes. Observar que a reagao ¢ positiva no controle somente com a
sonda normal. Nas posi¢des 1b ¢ 1c mutantes observa-se apenas radiagdo de fundo quando
comparadas a radioatividade nas posi¢des 1b e Ic normais. A tinica amostra positiva ¢ a la
(observar a mesma intensidade de radioatividade nas posigdes hibridizadas com sondas normal
¢ mutante),

Observagdo: O esquema na parte superior da figura representa os locais de aplicagdo das

amostras em duplicata nos dois filtros analisados.
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Figura 6: Hibridizagdo alelo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ de 2 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers" para o oncogenc N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
correspondentes aos alclos normal (Gly) e mutante (Ser) no codon 12: 2a-controle normal; 1a ¢
lc pacientes. Observar que a reagdo ¢ positiva no controle somente com a sonda normal. A
tinica amostra positiva ¢ a la (observar a mesma intensidade de radioatividade nas posigdes

hibridizadas com sondas normal e mutante).
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Figura 7;
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Hibridizagdo alelo-especifica. DNA genomico de individuo controle normal e de 5 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando "primers" para o oncogene N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqii€ncias
correspondentes aos alelos normal (Gly) ¢ mutante (Asp) no codon 12: ld-controle normal; as
demais amostras sdo de pacientes. Observar que a reagdo € positiva no controle somente com a
sonda normal. Na posigdo 2a mutantc observa-se apenas radiagdo de fundo quando comparada
a radioatividade na posigdo 2a normal. As unicas amostras positivas sdao 1b e 3a (observar
intensidades comparaveis de radioatividade nas posi¢des hibridizadas com sondas normal e

mutante).
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Figura 8:
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Hibridizagdo alelo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ de 5 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os"primers" para o oncogene N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros dc nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
correspondentes aos alelos normal (Gly) e mutante (Arg) no codon 13: 1b-controle normal; as
demais amostras sdo de pacientes. Observar que a reagdo é positiva no controle somente com a
sonda normal. A unica amostra positiva ¢ a 1d (observar intensidades comparaveis de

radioatividade nas posig¢des hibridizadas com sondas normal e mutante).
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Figura 9:
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Hibridizagdo alelo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ de 26 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os"primers" para o oncogene N-Ras (codons 12/ 13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
correspondentes aos alclos normal (Gly) € mutante (Val) no codon 12: la-controle normal; as
demais amostras sdo de pacicntes. Observar que a rcagdo ¢ positiva no controle somente com a
sonda normal. A unica amostra positiva é a 2c (observar a mesma intensidade de

radioatividade nas posi¢des hibridizadas com sondas normal ¢ mutante).
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Figura 10: Hibridizagio alelo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal ¢ de 26 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers" para o oncogene N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
correspondentes aos alelos normal (Gly) e mutante (Asp) no codon 12: la-controle normal; as
demais amostras sdo de pacicntes. Observar que a reagdo ¢ positiva no controlc apenas com a
sonda normal. Na posigdo 4f mutante observa-sc apenas radiagio de fundo quando comparada
a radioatividade na posigdo 4f normal. A {inica amostra positiva ¢ a 3f (observar a mesma

intensidade de radioatividade nas posigdes hibridizadas com sondas normal e mutante).
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Figura 11: Hibridizagdo alclo-especifica. DNA gendmico de individuo controle normal e de 26 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers" para o oncogene N-Ras (codons 12/13),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sonda de seqiiéncias
correspondentes aos alelos normal (Gly) ¢ mutante (Asp) no codon 13: la-controle normal; as
demais amostras sdo de pacientes. Observar que a reagdo ¢ positiva no controle somente com a
sonda normal. Na posigdo 4f mutante observa-se apenas radiagdo de fundo quando comparada
a radioatividade na posi¢do 4f normal. A tnica amostra positiva ¢ a 3f (observar a mesma

intensidade de radioatividade nas posigdes hibridizadas com sondas normal ¢ mutante).
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Figura 12: Hibridizagdo alelo-especifica. DNA genomico de individuo controle normal e de 16 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers" para o oncogene N-Ras (codon 61),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de seqiiéncias
corespondentes aos alclos normal (Gln) ¢ mutantc (Arg): la-controle normal; as demais
amostras sdo de pacientes. Observar que a reagdo ¢ positiva no controle somente com a sonda
normal. A Gnica amostra positiva ¢ a 3a (obscrvar a mesma intensidade de radioatividade nas

posigdes hibridizadas com sondas normal ¢ mutante).
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Figura 13:
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Hibridizagdo alclo-especifica. DNA genomico de individuo controle normal e de 10 pacientes
foram amplificados por PCR, utilizando os "primers" para o oncogenc N-Ras (codon 61),
fixados em filtros de nylon por "dot blot" ¢ hibridizados com sondas de¢ seqii€ncias
corespondentes aos alelos normal (Gln) ¢ mutante (Lys): la-controle normal, as demais
amostras sdo dec pacientes. Observar que a reagio ¢ positiva no controle somente com a sonda
normal. A unica amostra positiva ¢ a 2c¢ (observar intensidades comparaveis de radioatividade

nas posigodes hibridizadas com sondas normal ¢ mutantc).
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Hibridizagio apés eletroforese em agarose e transferéncia para filtros de nylon ("Southern

Blot")

Esse tipo de hibridizagéo foi realizada para confirmar os resultados obtidos pela técnica de
"dot blot". Assim, apos reamplificacdo das amostras de DNA, transferéncia pelo método de
"Southern Blot" e hibridizagdo com oligonucleotideos especificos, a localizagdo das bandas na
auto-radiografia foi analisada. Todos os casos mostram hibridizagdo correspondente aquela
observada no "dot blot" e na posi¢do esperada para o fragmento amplificado (118 pb). As figuras

14 a 16 mostram os resultados obtidos.
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lys — 61

Figura 15; A. Eletroforese em agarose 2% de amostras que apresentaram mutagdo no oncogene N-Ras.
Posigdo 1: ®X 174 Hae III, posigdes 2, 3, 4 ¢ 5: Amostras do produto de PCR de paciente
com mutagio no oncogene N-Ras (as quatro amostras sdo do paciente nimero 22, mas obtidas
de diferentes reagoes da PCR).

B. Auto-radiografia das amostras aprcsentadas em A, transferidas para uma membrana de
nylon ¢ hibridizadas com sonda mutante alelo-especifica para o oncogene N-Ras. Sonda
utilizada: lys codon 61 (AAA, nimero 3 na tabcla 4).
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ser-12

Figura 16: Esquerda. Elctroforesc cm agarose 2% de amostras que aprescntaram mutagdo no oncogenc
N-Ras. Posi¢des 1A ¢ 1B: ®X 174 Hae Iil; posigdes 2A, 3A, 4A, 8A, 2B, 3B ¢ 8B: amostras
do produto da PCR, respectivamente dos pacientes nameros 12, 21, 14, 37, 13, 1 ¢ 54 com
mutagdo no oncogene N-Ras. Estas amostras foram transferidas para uma membrana de nylon,
que foi dividida cm 4 porgdes. Cada porgao foi hibridizada com a respectiva sonda mutante.
Direita.  Auto-radiografia das amostras represcntadas a esquerda, transferidas para uma
membrana de nylon ¢ hibridizadas com sondas alclo-cspecificas para o oncogenc N-Ras. 2A,
3A, 4A-sonda utilizada: asp-codon 12 (GAT, niimero 5 na tabela 2); 8A-sonda utilizada; val-
codon 12 (GTT, namero 7 na tabela 2); 2B, 3B-sonda utilizada: arg-codon 13 (CGT, numero
4 na tabela 3); 8B-sonda utilizada: ser-codon 12 (AGT, niimero 2 na tabela 2).
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Sequenciamento direto do fragmento amplificado

Este tipo de analise foi conduzida em algumas amostras apenas para confirmagdo adicional
da mutagdo. Como a amostra nimero 21 apresentou hibridizagdo positiva para duas mutagdes
simultaneamente, foi uma das amostras submetidas ao sequenciamento direto (figuras 10 e 11). As

figuras 17 a 19 mostram os casos em que o sequenciamento foi realizado.
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Figura 17: Auto-radiografia do gel de sequenciamento do fragmento de DNA do paciente niimero 37
amplificado ¢ scquenciado com o "primer" dos codons 12/13 do oncogene N-Ras. A
substituigio de GGT por GTT no codon 12 do oncogene N-Ras, que resulta na alteragdo do
aminoacido Glicina para Valina esta indicada pela seta. (Observar a presenga dos 2

nucleotidcos G ¢ T na mesma posigdo horizontal).
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Figura 18: Auto-radiografia do gel de sequenciamento do fragmento de DNA do pacientc numero il
amplificado ¢ sequenciado com o "primer" dos codons 12/13 do oncogene N-Ras. As
substituigdes de GGT-GAT tanto no codon 12 como no codon 13 do oncogene N-Ras, que
resultam na alteragdo do aminoacido Glicina para Acido aspartico estdo indicadas pelas setas.

(Observar a presenga dos 2 nucleotideos G ¢ A na mesma posi¢ao horizontal).
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Figura 19:

i

—A—HOAHOO—HOO>OO>
v
>

codon 12
Gly - Ser

Auto-radiografia do gel de sequenciamento do fragmento de DNA do paciente numero 54,
amplificado ¢ sequenciado com o "primer" dos codons 12/13 do oncogene N-Ras. A
substituigdo de GGT-AGT no codon 12 do oncogene N-Ras, que resulta na alteragdo do
aminoacido Glicina para Scrina estd indicada pela scta. (Observar a presenga dos 2
nucleotidecos G ¢ A na mesma posigdo horizontal).
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Freqiiéncia das mutagdes

Foram detectadas mutagdes em 9 pacientes: 8 com LMA e 1 com LMMC. Em um dos 8
pacientes foram observadas duas mutagdes simultdneas. A freqiiéncia de pacientes com LMA que
apresentaram mutagdes no proto-oncogene N-ras foi de 20% (8 em 40). Nenhuma mutag@o foi
identificada nos pacientes com LLA. A unica amostra de LMMC apresentou mutag¢do no codon 12
com substituigio G—A, correspondendo a troca de glicina para serina (GGT-AGT).

Em cinco das dez mutagdes identificadas ocorreu a mudanga do tipo G—A, em quatro
delas houve substituigio de uma glicina por um acido aspartico no codon 12 (GGT—GAT) eem 1
houve substitui¢do de glicina para serina (GGT—>AGT) no codon 12.

A distribuicdo das mutagdes de acordo com a classificagio FAB mostrou 25% M1 (2
casos), 37,5% M2 (3 casos) € 37,5% M4 (3 casos). A freqiiéncia dos pacientes com mutagdes
analisando-se cada um dos subtipos isoladamente mostrou que entre aqueles classificados como
M1, 25% (2 em 8) apresentam mutagdes, entre os M2, 20% (3 em 15) e entre os M4 43% (3 em
7). Nos pacientes classificados como M5 (4), M6 (1) e M7 (1) ndo foram observadas mutagdes.

Os dados clinicos, hematolégicos e em relagdo a mutagdes no proto-oncogene Ras nos

pacientes estudados encontram-se nas tabelas 5 € 6.
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Tabela 5: Caracteristicas clinicas ¢ hematologicas dos pacientes com LMA investigados para mutagdes
no oncogene N-Ras.
Paciente | Sexo | Idade % SG Subtipo Mutacio | Raca | Exposi¢io | Resposta | SLD | Situagio
(anos) | Blastos | (dias) FAB codon Substancias | a Indugio | (dias) Atual
na MO Toxicas
1 F 81 63,0 16 LMA-M2 | gly-arg/13 C nio dbito 0 6bito
2 M 18 70,0 1 LMA-M1 -~ N ndo obito 0 obito
3 M 26 100,0 845 LMA-M5 - C ndo RC 784 VR
4 M 38 54,0 133 LMA-M2 - C 1 RC 91 obito
5 M 38 79,0 15 LMA-M3 - C sim obito 0 Obito
6 F 49 100,0 4 LMA-MS5 - C sim 6bito 0 obito
7 M 69 86,0 667 LMA-M1 - C nd0 RC 563 VR
8 F 46 52,5 523 LMA-MS5 -- C nio RC 403 dbito
9 F 28 66,0 396 LMA-M2 -- N I RC 45 obito
10 F 28 41,0 22 LMA-M2 -- C 1 obito 0 obito
11 M 69 30,5 132 LMA-M2 - C nio DR 0 obito
12 M 31 66,0 120 LMA-M4 | gly-asp/12°| N nio RC 42 obito
13 M 58 87,0 7 LMA-M4 | gly-arg/13 C nio obito 0 obito
14 M 19 87.5 176 | LMA-M1 | gly-asp/12 | C sim RC 80 6bito
15 F 72 41,5 123 LMA-M4 -- C sim obito 0 obilo
16 M 17 94,0 645 LMA-M2 - C ndo RC 334 obito
17 F 30 68,0 10 LMA-M3 - C néo obito 0 obito
18 F 50 100,0 20 LMA-M1 -- C nio obito 0 obito
19 M 62 50.0 586 LMA-M2 - C sim RC 467 VD
20 M 60 72,0 4 LMA-M4 - C nio obito 0 obito
21 F 56 95,0 3 - LMA-M1 | gly-asp/12 C I obito 0 obito
gly-asp/13
22 F 25 40,0 46 LMA-M2 | gln-lys/61 C 1 obito 0 obito
23 M 70 64,0 59 LMA-M4 -- C ndo obito 0 obito
24 M 40 35,0 193 LMA-M7 -- C ndo DR 0 obito
25 F 24 51,0 9 LMA-M2 -- C nio Obito 0 dbito
26 F 28 40,0 533 LMA-M2 -- C ndo RC 448 obito
27 M 36 74,0 480 LMA-M2 - C 1 RC 403 VD
28 M 44 83,0 471 LMA-M3 - C sim RC 432 VR
29 M 55 74,0 181 LMA-M6 -- C sim RC 41 obito
30 M 76 69,0 405 LMA-MI - C 1 RC 304 obito
31 M 30 100,0 397 LMA-M4 - C sim RC 348 VR
32 M 50 94,5 9 LMA-M4 | gln-arg/61 C ndo obito 0 obito
33 F 50 100,0 11 LMA-M3 - C ndo obito 0 obito
34 F 22 82.0 376 LMA-MS5 -~ C ndo RC 340 VR
35 M 39 82,5 112 LMA-M1 -- C ndo ébito 0 obito
36 M 16 83,0 335 LMA-M2 - C sim RC 154 VD
37 F 58 57.0 2 LMA-M2 | gly-val/12 C 1 obito 0 obito
38 F 54 92,5 80 LMA-M1 -- C sim obito 34 obito
39 F 48 54,0 160 LMA-M2 - C 1 DR 0 perda
40 F 56 30.0 396 LMA-M2 - A 1 RC 263 obito
SG: Sobrevida Global VR: Vivo em Remissdo C: Caucasobide
SLD: Sobrevida Livre da Doenga MO:  Medula Ossca N: Negroéide
RC: Remissdo Completa L " Indeterminado A Asijtica
DR: Doenga Refrataria VD: Vivo com doenga
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Tabela 6:  Caracteristicas clinicas ¢ hematologicas dos pacicntes com LMMC e LLA investigados para
mutagdes no oncogene N-Ras.
Pacicente Sexo Idade % Blastos Sobrevida Subtipo Mutacio
(anos) na MO Global FAB codon
(dias)

41 F 26 100,0 45 LLA-L2 -~
42 F 24 100.0 450 LLA-L2 -
43 M 25 100,0 30 LLA-L3 -
44 F 33 100,0 450 LLA-L2 -
45 M 18 100,0 30 LLA-L2 -~
46 F 15 100,0 300 LLA-L2 -~
47 F 16 100,0 15 LLA-L2 -=
48 M 14 100,0 15 LLA -
49 M 16 100,0 600 LLA-L2 -
50 M 37 96,0 360 LLA-L2 --
51 F 31 43,0 210 LLA-L2 -
52 F 14 83,5 240 LLA-L2 -
53 M 15 95,0 180 LLA-L2 -
54 M 55 34.5 450 LMMC gly-ser/12

MO: Medula Ossca
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Exposi¢io a provaveis substincias toxicas
A tabela 7 representa os possiveis fatores de risco observados nos pacientes aqui estudados
segundo os critérios de Taylor e colaboradores (1992). Em 20 pacientes néo foi possivel a

identificagio de agentes toxicos, e 10 foram excluidos porque os dados obtidos foram

incompletos.

Tabela 7:  Possiveis fatores de risco observados em 10 pacientes.

Fatores de risco n° de pacientes

o trabalhadores rurais com exposi¢do continua a agrotoxicos € 3

inseticidas

e contato freqgiiente com derivados de benzeno, como cola de 5*

sapateiro, gasolina
(quimicos, carpinteiros, mecinicos de automoveis)
e contato repetido e freqiiente com tinturas de cabelos (cabeleireiras ou 2
pacientes que manipularam tinturas de cabelos)

* 0 paciente com mutagdo encontra-se incluido nesse grupo.
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Anilise Estatistica

Entre os dois grupos de pacientes, com ou sem mutagdes no proto-oncogene N-ras ndo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas comparando-se as variaveis idade, sexo
e raga (tabelas 8 e 9).

A anilise de possivel associagdo entre exposigdo a substancias toxicas e a presenga de
mutagdes ndo revelou dados significativos. Entre o grupo de pacientes com mutagdes, 1 individuo
(12,5%) apresentou evidéncias sugestivas de exposigdo, ao passo que no outro grupo este valor
era de 28,1% (tabela 9).

A resposta dos pacientes a terapéutica de indugdo da remissio (indugdo da remissdo)
também ndo apresentou significincia estatistica na comparagdo entre os dois grupos de pacientes
(tabela 9).

A sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) foram significantemente
menores em pacientes com mutagdes no oncogene N-Ras do que em pacientes sem mutagdes. O
periodo médio da SG dos pacientes com LMA com mutagdes no oncogene N-Ras foi de
47,4+65,4 dias, comparado com 260,1+242,4 dias para os pacientes sem mutagdo (p=0,0020). Na
SLD, a média de sobrevida foi de 15,2430,0 dias nos pacientes com mutagdo comparado com
170,4+218,4 dias nos pacientes sem mutagdo (p=0,0474) (figuras 20 e 21) (tabela 8). Estes
resultados ndo foram significativamente alterados quando ambos os grupos foram estratificados
por idade maior ou menor que 60 anos. Isto ¢, mesmo em grupos com idade maior ou menor que
60 anos, as diferencas de SG e SLD foram mantidas entre os grupos com ou sem mutagdo no
oncogene N-Ras (figuras 1 e 2, anexo 2).

Também foi realizada a estratificagdo dos 2 grupos de pacientes (com e sem mutagdes no
oncogene N-ras) de acordo com a classificagdo FAB (subtipos M1, M2 ¢ M4) (figuras 3 a 8,

anexo 2).
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mieloide aguda estudados nesse trabalho.

Tabela 8: Idade, sobrevida global e sobrevida livre de doenga nos pacientes com leucemia

Variaveis N-Ras N-Ras p
Continuas positivo negativo
(média £ DP) | (média = DP)
Idade (*) 472 +20,7 43,4+ 175 0,5425
SG (#) 47.4+654 260,1 =242 4 0,0020
SLD (#) 15,2+ 30,0 170,4 £ 218 4 0,0474
* = anos # = dias

Tabela 9: Sexo, raga, exposigdo a substincias toxicas e resposta a terapéutica de indugdo da

remissdo nos pacientes com leucemia mieldide aguda estudados nesse trabalho.

Varidveis N - Ras positivo N-Ras negativo p
Categoricas
n FR (%) n FR (%)
Sexo Masculino 4 50,0 18 56,25 1,000
Feminino 4 50,0 14 42775
Raga Caucasoide 7 87,5 28 90,6 0,607
Negréide 1 12,5 2 6,3
Asiatica 0 0 1 3,1
Exposicio Sim 1 12,5 9 28,1 0,4488
Substancias Nio 4 50,0 16 50,0
Toxicas Indeterminado 3 37,5 7 21,9
Indugdo da obito 6 750 13 40,6 0,1018
remissio doenga refrataria 0 0,0 3 9,4
remissdo completa 2 25.0 16 50,0

FR = frequéncia relativa n = freqiiéncia absoluta
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Figura 20: Curva da sobrevida global (método de Kaplan-Meief) dos pacientes com (n=8) ou sem (n=32)
mutagdes no oncogene N-ras (p=0,0020).
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Figura 21: Curva da sobrevida livre de docnga (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com (=8) ou

sem (n=32) mutagdes no oncogene N-ras (p=0,0474).
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Numerosos estudos com o objetivo de analisar a frequéncia de mutages no proto-
oncogene N-ras em leucemias agudas foram realizados em populagdes da Europa, da América do
Norte ¢ em alguns locais da Asia. A detecgio e a estimativa da frequéncia das mutagdes nos
oncogenes ras nas neoplasias é importante sob varios aspectos: pelo possivel significado
prognostico ou diagnostico, para a caracterizagio dos eventos genéticos envolvidos no
desenvolvimento de um determinado tumor, pela potencial utilizagdo como marcadores para a
identificagio de doenga residual e, finalmente porque as mutagdes nos oncogenes ras poderiam ser
indicativas do envolvimento de substincias ou agentes carcinogenos (van Mansfeld & Bos, 1992).
A populagdo brasileira apresenta caracteristicas especiﬁcas. e Unicas tanto em relagdo a aspectos
raciais como aqueles concernentes as condigdes ambientais a que se encontra submetida (Lorand
et al, 1984; Martins et al, 1993; Costa ef al, 1994). O presente trabalho representa o primeiro
estudo em que a freqiiéncia de mutagdes no oncogene N-ras foi analisada na populagdo brasileira.

Conforme referido anteriormente, os estudos iniciais para detecgdo das mutagbes dos
oncogenes ras eram extremamente complexos e demorados, envolvendo a determinagdo por
transfecgio de células NIH 3T3, seguida de clonagem e sequenciamento do oncogene. A
introdugdo da técnica de PCR por Saiki e colaboradores (1988) simplificou muito o procedimento
para a analise de mutagdes em doengas hereditarias e em varios tipos de tumores. Deste modo,
atualmente ¢ possivel estudar o DNA proveniente desde de embrides com horas de vida até de
organismos milhdes de anos apos sua morte. O extraordinario poder dessa técnica revolucionaria
permite a detecgdo de defeitos genéticos, de agentes infecciosos e a analise de informagdes
antropologicas e forenses a partir de uma grande variedade de materiais, incluindo um tnico fio de
cabelo, amostras de tecidos fixados em formalina ou parafina, manchas de sangue ou esfregagos
de sangue ou medula 6ssea (Wright & Wynford-Thomas, 1990; van Mansfeld & Bos, 1992; Costa
& Costa, 1992).

Nesse estudo a extragio de DNA foi levada a efeito tanto a partir de aspirado de medula
bssea como de esfregagos de sangue periférico ou medula 6ssea. Para obtengdo de DNA desses
esfregagos foi desenvolvido um método proprio de extragio de DNA. Esse método € mais simples

e rapido do que aqueles descritos anteriormente, pois envolve a precipitagdo direta do DNA com
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etanol apds tratamento com guanidina, evitando as extragdes com fenol e cloroformio. Foram
utilizadas no estudo laminas recentes ou arquivadas por mais de um ano, coradas ou ndo pelo
corante de Leishman (Melo ef al, 1992). |

Para a detecgdo de mutagdes nas sequéncias de nucleotideos do proto-oncogene ras
amplificadas pela PCR sdo utilizados varios métodos, entre os quais podemos citar a hibridizagdo
alelo-especifica (HAE), clivagem pela RNase ("RNase mismatch cleavage"), polimorfismo de
conformagio em hélice simples ("single strand conformation polymorphism"-(SSCP)), anélise por
sequenciamento de DNA, "mutant enriched PCR" e PCR alelo-especifica. Dentre esses, os
métodos mais freqiientemente empregados sdo a hibridizagdo alelo-especifica e o sequenciamento
do DNA (van Mansfeld & Bos, 1992).

A HAE esta fundamentada no fato de que um oligonucleotideo com uma unica base
discordante apresenta uma ligagdo mais fraca ao DNA complementar do que um oligonucleotideo
sem nenhuma alteracdo, isto €, inteiramente complementar. Ao serem realizados os procedimentos
de hibridizagdo e posteriores lavagens em temperaturas ao redor da temperatura de dissociagdo
(Tm) do oligonucleotideo € possivel detectar mutagdes com substituigdo de apenas 1 base, pois,
somente permanecera ligado ao DNA o oligonucleotideo perfeitamente complementar, ao passo
que aquele com uma base discordante sera removido, em razdo da "estringéncia" do procedimento
utilizado (van Mansfeld & Bos, 1992). Além disso, este € um método com sensibilidade suficiente
para detectar a presenca de uma célula mutante em 10 células normais (Cogswell ef al, 1989). O
método de sequenciamento do DNA e "Southern Blot" foram utilizados apenas para a
confirmagdo das mutagdes detectadas pela HAE. Apesar de ser um método ffequentemente
empregado por possibilitar a detecgdo de mutagdes desconhecidas, o sequenciamento é menos
sensivel que a HAE e faculta a detecgdo de 1 célula mutante em 4 células normais (Cogswell ef al,
1989).

Embora a HAE seja especifica na detecgdo de mutagSes nio € incomum em nossos
resultados, assim como naqueles da literatura, a presenca de graus variaveis de radiagio de fundo
ou "background" em algumas amostras. Este tipo de artefato ocorre ocasionalmente, sendo em

geral reduzido e nd3o oferecendo dificuldade na sua diferenciagdo das amostras positivas. As
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hibridizagdes foram sempre realizadas no minimo em duplicatas ou triplicatas de maneira que foi
possivel facilmente confirmar o resultado positivo elevando ligeiramente a temperatura de lavagem
o que resulta no desaparecimento ou redug@o significativa do "background" quando comparado as
amostras positivas. Importa ressaltar que em geral nossas amostras foram constituidas
predominantemente por células leucémicas. Desse modo, partindo do pressuposto que a mutagio
¢ clonal e todas as células leucémicas afetadas, a detecgio da mutagdo pelo método empregado
nesse trabalho foi inequivoca. Assim, nos casos positivos seria esperado sempre um sinal nitido e
comparavel em intensidade ao sinal do controle normal como de fato foi encontrado (Senn et al,
1988b; Taylor ef al, 1992). Merece comentario, no entanto, a possibilidade da mutagdo no
oncogene N-ras ocorrer como um evento subsequente ao inicio da leucemia. Nesses casos
teriamos algumas subpopulagdes de células com mutagdes e outras sem mutagdo (Bashey ef al,
1992). Nessa eventualidade, a analise poderia ser mais complexa, e pequenas intensidades de sinal
poderiam, apds exaustiva analise, ter significado importante. Nos nossos casos, ndo ocorreu em
nenhum procedimento sinal de pequena intensidade que fosse constante em todas as hibridizages.
Além disso, os métodos necessarios para analisar essa possibilidade fogem dos objetivos desse
trabalho. E importante lembrar ainda que, se o objetivo da investigagdo fosse detectar doenga
residual, a radiagdo de fundo poderia ser eliminada pelo controle rigoroso da temperatura de
lavagem (nesse caso devem ser preferencialmente utilizadas lavagens com TMAC (cloreto de
tetrametilamdnio)) (van Mansfeld & Bos, 1992).

Neste trabalho, dos 40 pacientes com LMA, 8 (20%) apresentaram mutagdes no proto-
oncogene N-ras nos codons 12, 13 e 61 (tabela 5). Esta freqiiéncia ndo difere significativamente
daquelas descritas nos estudos realizados nos EUA e Europa (tabela 10), e sugerem que em
relagio a freqiiéncia de mutagGes no proto-oncogene N-ras a populagdo brasileira ndo se
comporta de maneira diferente daquela estudada no hemisfério Norte, apesar das possiveis
diferengas ambientais a que estdo expostas, das diferentes origens €tnicas e do intenso processo de

miscigenagao.
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Tabela 10: Freqiiéncia de mutagdes no oncogene N-ras em pacientes com LMA.

n°de pacientes % de referéncia
estudados mutacoes

18 22,0 Senn et al, 1988a
34 20,6 Farr et al, 1991
55 15,0 Radich et al, 1990
28 21,0 Browett & Norton, 1989
9 11,1 Janssen et al, 1987
30 10,0 Chin et al, 1992
16 25,0 Ahuja et al, 1990
51 19,0 Bartram et al, 1989
37 13,5 Bos et al, 1987a
52 27,0 Farr et al, 1988
40 20,0 este estudo

Foram identificadas 10 mutagdes de ponto, sendo 9 delas em pacientes com LMA (1
paciente apresentou 2 mutagdes) e uma no paciente com LMMC. A ocorréncia de duas mutagdes
simultdneas em um mesmo proto-oncogene ras ou em dois proto-oncogenes ras distintos tem sido
ocasionalmente descrita. Browett & Norton (1989) observaram 2 mutag¢bes envolvendo o
oncogene N-ras no codon 12 (GGT-CTT) e H-ras no codon 61 (CAG-CAC). Taylor e
colaboradores (1992) relataram 3 casos de pacientes com 2 mutagdes em oncogenes ras
diferentes. Radich e al/ (1990) observaram 1 paciente com duas mutagdes no oncogene N-ras,
localizadas nos codons 13 e 61. Padua ef a/ (1988) relataram que 2 pacientes apresentaram
mutagdes em 2 genes ras diferentes. Bashey e al (1992), no entanto, relatam a presenga de
mutagdes nos codons 12 e 59 nos oncogenes H-ras e K-ras e a ocorréncia de linhagens celulares
que adquiriram mais de uma mutagdo no oncogene ras. O significado do aparecimento de duas

mutag¢des simultineas ndo esta ainda suficientemente esclarecido. Existe a possibilidade que nesses

66



casos houvesse um efeito potencializador de uma mutagdo em relag@o a outra no desenvolvimento
do processo neoplasico, embora ndo exista comprovagdo experimental para essa hipotese (Bashey
et al, 1992). As mutagdes encontradas em nosso estudo foram duas transicdes G—A, com
substitui¢do de glicina por acido aspartico, uma ocorrendo no codon 12 e a outra no codon 13. O
paciente portador dessas duas mutagdes simultdneas foi classificado como subtipo FAB M1 e
morreu durante a terapéutica quimioterapica de indugdo, com sobrevida global de 3 dias.

Entre as 10 mutagdes encontradas neste estudo, 'incluindo as 2 mutagdes do mesmo
paciente, 5 ocorreram com transigio G—A. Destas, 4 resultaram na substitui¢do de glicina para
acido aspartico no codon 12 (GGT—->GAT) e 1 na substituigdo de glicina para serina (GGT—
AGT) no codon 12. A predominancia desse tipo de mutag@o especifica, foi relatada por varios
outros investigadores. Radich ef al (1990) observaram que todas as muta¢des nos codons 12 e 13
de sua analise (5 em 8) foram transi¢des G—A, com substitui¢do de glicina para acido aspartico.
Os resultados de Farr ef al (1991) mostraram que a troca de bases mais comum foi G—A (4 em
8). Taylor et al (1992) relataram que 8 de 13 mutagdes nos oncogenes N-ras e K-ras foram G—
A. O significado desse tipo de substituigdo ainda nio esta elucidado, porém foi aventada a
hipétese do envolvimento de um agente mutagénico especifico ou da ocorréncia de vantagem
seletiva oferecida "in vivo" por essa mutagdo na proteina N-ras (Ahuja et al, 1990; Farr et al,
1991). Senn e colaboradores (1988a) também encontraram somente mutagdes GGT—>GAT no
codon 12, assim como Bos ef al (1985) no codon 13, sugerindo que possa haver uma preferéncia
na substituigdo do segundo nucleotideo do codon da glicina. No estudo realizado por Zarbl et a/
(1985), com a utilizagdo de modelo animal mostrou que a vasta maioria dos carcinomas de mama
em ratos continham genes H-ras ativados por transigdes G—A no segundo nucleotideo do codon
12. Além disso, Quintanilla e colaboradores (1986) mostraram que tumores de pele em
camundongos induzidos por dimetil-benzantraceno tinham uma transversio A—T especifica no
segundo nucleotideo do codon 61 do proto-oncogene N-ras. Estes dados conduziram a
especulagdo de que poderia ocorrer uma reagdo quimica que predominantemente resultaria em
lesdes com especificidade para uma determinada seqiéncia de DNA ou por uma localizagdo

especifica no acido nucleico (Senn ef al, 1988a).
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Os resultados aqui obtidos sugerem uma maior proporgdo de mutagdes no subtipo M4 (3
em 7) que nos subtipos M1 (2 em 8) e M2 (3 em 15), embora ndo alcancem diferengas
estatisticamente significativas. Os dados da literatura a esse respeito sdo discordantes, mas a
maioria dos estudos indica resultados comparaveis aos por nods alcangados. Radich er al
observaram elevada propor¢do de LMA classificadas como subtipo FAB M4 entre os pacientes
com mutagdes no oncogene N-ras (38%) comparadas com os pacientes sem mutagdes (13%),
sendo esta diferenca estatisticamente significativa. Nossos dados, em suporte aos descritos
anteriormente, apresentam 37,5% (3 em 8) de LMA classificadas como subtipo M4 dentre os
pacientes com mutag@o e 12,5% (4 em 32) entre os pacientes sem mutagdo. Além disso, Farr et al
(1988) observaram alelos mutantes em 1 entre 8 LMA classificadas como subtipo M1, S entre 22
LMA classificadas como M2 e 8 entre 22 LMA classificadas como M4 e sugerem que, apesar de
ndo serem restritas a um subtipo morfologico especifico, as mutagdes nos oncogenes ras poderiam
ocorrer com mais frequéncia no subtipo M4 do que nos subtipos M1, M2 ou M5 nas LMA. Em
estudo posterior, esses autores relataram ndao terem encontrado correlagdo estatisticamente
significativa entre a presenga de mutagido nos oncogenes ras e a classificagdo FAB, com mutagdes
ocorrendo tanto no subtipo M1 como nos subtipos mais diferenciados M4 e MS. Entretanto,
observaram uma alta incidéncia dos oncogenes ras ativados no subtipo M5 nas LMA em criangas
(4 em 6) (Farr et al, 1991). Bos et al (1987a) encontraram aproximadamente 40% (5 em 12) de
ativagdo do proto-oncogene N-ras em LMA classificados como subtipo M4. Bartram e
colaboradores (1989) observaram que 60% das LMA caracterizadas por mutagdes nos proto-
oncogenes ras eram classificadas como subtipo M4 (9 em 16). Também investiga¢des levadas a
efeito em pacientes com sindrome mielodisplasica (MDS) mostram o envolvimento dos oncogenes
ras mais freqiiente em pacientes que evoluem para leucemias mieldides com diferenciagdo
monoblastica ou monocitoide. Desse modo, Yunis ef a/ (1989) relataram que 8 de 11 pacientes
com MDS e portadores de mutag3es ras detectadas ao diagndstico ou durante a evolugdo da
doenga, desenvolveram leucemia aguda e destes 6 foram classificados como portadores do subtipo
M4 ou MS5. Padua ef a/ (1988) também observaram uma freqiiéncia aparentemente alta (69%, 11

em 16) de mutagdes em pacientes com LMMC.
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E importante ressaltar, entretanto, que a interpretagio dos dados a respeito da possivel
associagdo entre subtipos da classificagio FAB e presenga ou auséncia de mutagdes apresenta
sempre limitagdes importantes, principalmente devido ao pequeno tamanho da amostra na grande
maioria dos estudos publicados, o que resulta na possibilidade de que os resultados obtidos
poderiam ser modificados se um niimero suficientemente grande de pacientes fosse estudado.

Taylor ef al (1992) em um estudo colaborativo nos Estados Unidos analisaram individuos
com leucemia mieléide aguda e procuraram relacionar a presenga de mutagdes nos oncogenes ras
e a exposigdo a agentes quimicos possivelmente associados a etiopatogenia das leucemias.
Observaram que entre aqueles pacientes com mutagdes havia uma proporgdo significativamente
maior (60%) de expostos a agentes toxicos ocupacionais do que entre os pacientes sem mutagdes
(15%). Assim, propuseram a hipotese que pacientes com LMA e oncogenes ras ativados poderiam
representar um subtipo especifico de LMA, associado a exposi¢do a agentes quimicos. Esses
dados seriam apoiados por estudos experimentais que correlacionam o aparecimento de ativagdo
nos proto-oncogenes ras apos estimulo por algumas substancias quimicas (Balmain & Pragnell,
1983; Zarbl et al, 1985, Kumar et al, 1990; Reynolds et al, 1990). Além disso, ha alguma
evidéncia que no homem, muta¢des nos proto-oncogenes ras em carcinoma de pulmio poderiam
estar associadas ao habito de fumar (Rodenhuis & Slebos, 1992).

Parece razoavel supor que a populagio de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da
UNICAMP apresente graus de exposigdo a agentes toxicos (agrotoxicos, substdncias quimicas,
solventes e outros) diferentes, provavelmente maiores, do que daqueles apresentados pelos
pacientes estudados nos EUA, uma vez que a populagdo brasileira estaria exposta a condigdes
ambientais diferentes € com muito menor controle que as de outros paises do hemisfério Norte
(Lorand et al, 1984). Em razdo desses dados, julgamos apropriado conduzir analise semelhante no
conjunto de pacientes aqui estudados. Obviamente, a obteng@o dos dados epidemioldgicos a partir
dos prontuarios clinicos ndo foi possivel em grande parte dos pacientes. Assim, os dados foram
alcangados entre os pacientes ainda em acompanhamento clinico por entrevista pessoal e nos casos
em que os pacientes haviam morrido, a familia foi contactada por telefone. Apesar das limitagdes

desse tipo de analise, os dados obtidos foram suficientes para para realizagdo de analise estatistica
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e comparagdo com o estudo de Taylor e colaboradores (1992). Nossos resultados ndo mostraram
associagdo entre possivel exposigdo a agentes toxicos e mutagdes no proto-oncogene N-ras, nao
confirmando neste grupo de pacientes os dados de Taylor et al (1992). Assim, os dados desse
trabalho sugerem que no grupo de pacientes aqui estudados as mutagdes no proto-oncogene N-
ras ndo identificaram um subgrupo especifico de LMA analisados relativamente a ocupagdes de
risco. Adicionalmente, a freqtiéncia global dos pacientes com muta¢des ndo foi significativamente
diferentes nos estudos anteriores em populagdes do hemisfério Norte.

Previamente a analise dos aspectos clinicos entre os dois grupos de pacientes com LMA,
com ou sem proto-oncogenes ativados, € importante ressaltar que ndo houve diferengas
estatisticamente significativas com relagio as variaveis idade, sexo e raga. Resultados semelhantes
entre essas variaveis foram também observados por Bartram e/ a/ (1989).

Poucos trabalhos abordam o estudo de variaveis clinicas em associagdo com mutag¢des no
proto-oncogene N-ras nas leucemias agudas (Needleman ef al, 1986; Senn ef al/, 1988a; Bartram
et al, 1989; Radich et al, 1990; Farr et al, 1991). Os resultados ndo permitem conclusdes
definitivas, mas aparentemente nio mostram diferengas significativas entre os dois grupos de
pacientes quando analisadas a taxa de remissdo, sobrevida global ou sobrevida livre da doenga.
LimitagGes importantes em todos esses estudos, assim como neste trabalho, incluem o pequeno
numero de pacientes estudados e a dificuldade na analise de todas as maltiplas variaveis envolvidas
na evolugdo clinica. No entanto, apesar destas restrigdes, esse tipo de analise € importante e deve
ser realizada porque permite a comparagdo entre os diversos grupos de pacientes e poderia
contribuir para indicar uma tendéncia dos resultados que poderia ser estatisticamente comprovada
por estudos multicéntricos maiores. |

Os dados aqui obtidos em relagdo a proporg@o de pacientes que obtiveram remissdo clinica
e hematoldgica ndo mostram diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos, com ou
sem mutagdes. No entanto, parece existir uma tendéncia de resposta favoravel no grupo sem
mutagdes (50%) quando comparado ao grupo com mutagdes (25%). Também Needleman e
colaboradores (1986) e Browett & Norton (1989) ndo observaram diferengas na taxa de remissio

entre os dois grupos estudados.
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A comparag@o entre a sobrevida global e a sobrevida livre de doenga entre os dois grupos
de pacientes mostrou resultados extremamente interessantes. Foram observadas diferengas
estatisticamente significativas nas analises das duas variaveis, indicando maiores valores no grupo
de pacientes sem mutagdes. Esses resultados aparentemente ndo sdo alterados quando os pacientes
sdo estratificados por idade em maiores ou menores que 60 anos. Embora exista dificuldade na
confirmagdo de que a existéncia da mutagdo poderia ser uma variavel independente na indicag@o
do prognodstico, aparentemente, a tendéncia da curva de sobrevida global e sobrevida livre de
doenga também ndo seria modificada quando os dados sdo estratificados em relagdo aos subtipos
FAB (figuras 1 a 8, anexo 2). Merece mengdo o fato que em nosso estudo ndo foi possivel a
avaliagdo das anormalidades citogenéticas na maioria dos pacientes analisados. Desse modo,
mesmo levando-se em conta todas as limitagOes ja descritas, seria razoavel afirmar que nossos
dados sugerem uma evolugdo clinica favérével nos pacientes sem mutagdo quando comparados
com aqueles que apresentam mutagdo no proto-oncogene N-ras.

Em apoio a esta nogdo, Paquette e colaboradores (1993) estudaram pacientes com MDS e
observaram que a sobrevida global para pacientes com mutagdes foi significativamente menor do
que para pacientes sem mutagdes. Também Yunis ef al (1989), Padua ef a/ (1988) e van Kamp et
al (1992) observaram pior evolugdo em pacientes portadores de MDS e com mutagdes nos proto-
oncogenes ras. Além disso, Lubbert e colaboradores (1990) observaram pior evolugdo em
pacientes com LLA e mutagdes no proto-oncogene N-Ras, sugerindo que esse fator poderia ser
um indicador de mau progndstico. Ainda, Rodenhuis & Slebos (1992), em trabalho com pacientes
portadores de cancer de pulmdo, observaram que o grupo com mutagdes no proto-oncogene K-
ras evoluiu de maneira significativamente pior do que o grupo sem mutagdes. Seria possivel, como
sugerem Needleman et al (1986) e Senn et al (1988b) que tumores com mutagdes nos proto-
oncogenes ras poderiam ser mais agressivos e com maior poder de invasio e potencial
metastatico.

No entanto, ¢ importante ressaltar que Radich ef a/ (1990) ao analisarem um grupo

relativamente grande de pacientes com LMA (n=55) ndo observaram alteragdes estatisticamente
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significativas nos dois grupos de pacientes. Porém, houve uma tendéncia de os pacientes com
mutagdo apresentarem sobrevida livre de doenga maiores que aqueles sem mutagao.

A interpretagdo de todos esses resultados ndo é conclusiva e indica que devam ser
conduzidos estudos multicéntricos com grande numero de pacientes para que possa emergir um
quadro claro da relevancia das mutagdes no oncogene N-ras como indicador de prognostico na
LMA.

O nimero de pacientes com LLA investigados neste trabalho é extremamente reduzido
para permitir uma andlise valida e comparagdo com resultados da literatura, que indicam
frequéncias variaveis de 6 a 18%. A observagdo de que nenhuma mutagdo foi detectada sugere
uma baixa frequéncia dessa anomalia, que deve ser comprovada pelo estudo de um niimero maior
de pacientes.

Em seu conjunto os resultados desse trabalho mostraram, pela primeira vez em populagdes
brasileiras, que a freqiéncia de mutagbes no oncogene N-ras ¢ de 20% e ndo difere
significativamente daquela observada em estudos semelhantes realizados no hemisfério Norte.
Além disso, os dados aqui obtidos sugerem que a presenga de mutagdes ndo estd associada a
exposi¢do a possiveis agentes toxicos, e poderia indicar um grupo de pacientes com menores

sobrevida global e sobrevida livre de doenga.
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CONCLUSOES




Foi desenvolvido um método proprio de extragdo de DNA, a partir de laminas de esfregagos
de sangue periférico ou aspirados de medula Ossea. Esse método € simples e rapido,
envolvendo a precipitagdo direta do DNA com etanol apds tratamento com guanidina,
evitando as extragdes com fenol e cloroformio, e faculta o estudo de laminas arquivadas por

mais de um ano, coradas ou ndo pelo corante de Leishman.

A frequéncia observada de mutagdes no proto-oncogene N-ras em 40 pacientes com LMA
foi de 20%. Esta frequéncia nao difere significativamente daquelas descritas nos estudos
realizados nos EUA e Europa e sugerem que em relagio a freqiéncia de mutagdes no proto-
oncogene N-ras a populagdo brasileira ndo se comportaria de maneira diferente das
populagdes estudadas no hemisfério Norte, apesar das possiveis diferengas ambientais a que
estdo expostas, das diferentes origens étnicas e do intenso processo de miscigenagdo. O
presente trabalho representa o primeiro estudo em que a frequéncia de mutagbes no

oncogene N-ras foi analisada na populagio brasileira.

Os resultados obtidos nos pacientes com LLA sugerem reduzida frequéncia de mutagdes

nessa condigdo, o que deve ser comprovado pelo estudo de um niumero maior de pacientes.

Entre os dois grupos de pacientes, com ou sem mutagdes no proto-oncogene N-ras ndo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas comparando-se as variaveis sexo,
idade, raga, exposigdo a possiveis agentes toxicos e resposta dos pacientes a terapéutica de
indugdo da remissdo. Os dados em relagdo a exposigdo a agentes tOXicos sugerem que as
mutagdes nos oncogenes N-ras ndo identificam um grupo especifico de pacientes com LMA

€ eXpostos a esses agentes.

Foram observadas diferengas estatisticamente significativas na comparagdo entre as variaveis
sobrevida global e sobrevida livre de doenga nos 2 grupos de pacientes, com ou sem

mutag¢des no proto-oncogene N-ras. Esses resultados sugerem evolugdo clinica favoravel,



com maiores sobrevida global e sobrevida livre de doenga, nos pacientes sem mutagdo

quando comparados com aqueles que apresentaram mutagdo no proto-oncogene N-ras.
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RESUMO




As mutagdes de ponto nos codons 12, 13 e 61 do proto-oncogene N-ras sio
freqiientemente associadas as neoplasias humanas. Com o objetivo de determinar a freqiéncia de
mutagdes no proto-oncogene N-ras nos codons 12, 13 e 61, foram estudados 53 pacientes com
leucemias agudas (40 LMA e 13 LLA) atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP. O DNA
foi isolado a partir de sangue periférico, aspirado de medula 6ssea ou de laminas arquivadas de
esfregagos de sangue periférico ou medula 6ssea. O oncogene N-ras foi amplificado pela reagdo
em cadeia da polimerase (PCR). O material amplificado foi fixado em filtros de nylon e as
mutagdes identificadas por hibridizagdo alelo-especifica (HAE) e confirmadas pelos métodos de
"Southern Blot" e sequenciamento direto do fragmento amplificado. Nenhum paciente com LLA
apresentou mutagdo. Os resultados mostraram uma freqiiéncia de 20% de mutagles entre os
pacientes com LMA (8 em 40). Esta freqiiéncia n3o difere significativamente daquelas descritas
nos estudos realizados nos EUA e Europa e sugerem que em relagdo a freqiiéncia de mutagdes no
proto-oncogene N-ras a populagdo brasileira ndo se comportaria de maneira diferente das
populagdes estudadas no hemisfério Norte, apesar das possiveis diferengas ambientais a que estdo
expostas. Ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas comparando-se os 2
grupos de pacientes, com e sem mutagdes, e as variaveis idade, sexo, raga, exposi¢do a possiveis
agentes toxicos e resposta dos pacientes a terapéutica de indugdo da remissdo. Os dados em
relagio & exposicdo a agentes tOxicos sugerem que as mutagdes nos oncogenes N-ras nédo
identificam um grupo especifico de pacientes com LMA e expostos a esses agentes. Foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na comparagdo entre as variaveis sobrevida
global e sobrevida livre de doenga nos 2 grupos de pacientes, com ou sem mutagdes no proto-
oncogene N-ras. Esses resultados sugerem evolugdo clinica favoravel, com maiores sobrevida
global e sobrevida livre de doenga, nos pacientes sem mutagdo quando comparados com aqueles

que apresentaram mutagio no proto-oncogene N-ras.
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' SUMMARY




Point mutations in the N-ras oncogene codons 12, 13 e 61 are frequently associated with
human neoplasias. In order to determine the frequency of N-ras gene mutations in codons 12, 13
and 61, we studied 53 patients with acute leukemia (40 LMA and 13 LLA) at the University
Hospital of Campinas. DNA was isolated from peripheral blood, bone marrow aspirates or
archieved glass slide smears. N-ras oncogene was amplified by polymerase chain reaction (PCR).
The amplified materials were fixed to nylon filters and the mutations identified by allele-specific
oligonucleotide hybridization (ASO) and confirmed by Southern Blot and direct sequencing of the
amplified fragment. We found a frequency of 20% of the N-ras mutations in the patients with
acute myeloid leukemia (8 in 40) which is comparable with the frequencies reported for the
Northern American and European populations despite the different environment conditions to
which Brazilian population is subjected. None of the 13 patients with acute lymphoblastic
leukemia had a ras gene mutation. No statistical significances were observed when comparing the
2 groups of patients, with and without mutations, with the variables age, sex, race, occupational or
other kinds of exposures to known chemical carcinogens. When comparing the overall survival
and AML-free survival with the presence or absence of N-ras mutations in the studied patients, it
was observed that the 2 variables were significantly shorter in patients with N-ras mutations.
These data suggest that the N-ras mutation may identify a group of AML patients with poor

prognosis regarding the overall survival and AML-free survival.
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ANEXO 1

Tratamento quimioterapico de pacientes com LMA

O tratamento quimioterapico foi realizado considerando 2 grupos de pacientes, aqueles

com idade menor que 60 anos e aqueles com idade maior que 60 anos e constou de trés fases

distintas: indug@o, consolidagao e manutengio da remissdo.

Pacientes com idade menor do que 60 anos:

Foram tratados durante a indugdo da remissio de acordo com o protocolo do grupo

cooperativo LMA TAD-9 modificado (Biichner ef al, 1991), de acordo com as dosagens descritas

abaixo:

—citosina arabinosideo: 100 mg/m2/dia intra-venosa (i\O continuo nos dias 1 € 2;
-citosina arabinosideo: 100 mg/m2 IV a cada 12 horas nos dias 3 a 8;
-daunorrubicina: 60 mg/mZ/dia IV nos dias 3 a 5;

-thioguanina: 100 mg/m? via oral (VO) a cada 12 horas nos dias 3 a 9.

Foram considerados como portadores de doenga refrataria os pacientes que ndo obtiveram

remissdo completa ap6s a administragdo de 2 ciclos de TAD 9.

Os pacientes que obtiveram remissdo completa receberam como esquema de consolidagdo

da remiss3o um ciclo de citosina-arabinosideo em altas doses e daunorrubicina, de acordo com as

dosagens descritas abaixo:

~citosina-arabinosideo: 2g/m2 IV a cada 12 horas durante os dias 1 a 4,

-daunorrubicina: 45 mg/m2/dia IV nos dias 5 a 7.

ApOs a recuperagio medular, um ciclo de TAD-7:
~citosina-arabinosideo: 100 mg/m2 IV a cada 12 horas nos dias 1 a 7,
-daunorrubicina: 45 mg/m2/dia IV nos dias 5 a 7,

-thioguanina: 100 mg/m? a cada 12 horas nos dias 1 a 7.
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Os pacientes que se mantiveram em remissdo completa foram tratados de acordo com o
protocolo estabelecido para a manutangio da remissdo durante 24 meses. Consta de ciclos
mensais de citosina-arabinosideo combinada alternadamente com a daunorrubicina, a thioguanina

ou a ciclofosfamida, de acordo com as dosagens descritas abaixo:

Manutengio 1:

citosina-arabinosideo: 100 mg/m?2 subcutineo (SC) a cada 12 horas nos dias 1 a 5

daunorrubicina: 45 mg/m2/dia IV nos dias 3 e 4

Manutenc¢do II:

citosina arabinosideo: como na manutengio I

thioguanina: 200 mg/m2/dia VO nos dias 1 a 5

Manutencio I11:

citosina-arabinosideo: como na manutenggo I

ciclofosfamida: 1g/m2/dia IV no dia 3

Pacientes com idade igual ou maior do que 60 anos

Foram tratados durante a indugio da remiss3o de acordo com a descrigdo de Wahlin et a/
(1991).

Receberam como esquema quimioterapico de indugdo da remissdo, 3 ciclos de citosina
arabinosideo com baixas doses (10 mg/m2 SC a cada 12 horas) durante 21 dias, com intervalo de
7 dias entre eles. Foram considerados como portadores de doenga refrataria, os pacientes que ndo
obtiveram remiss@o completa ap6s a administragdo dos 3 ciclos de citosina-arabinosideo em baixas
doses. Os pacientes que obtiveram remissdo completa receberam como esquema de consolidagio

da remissdo um tnico ciclo de citosina-arabinosideo (100 mg/m2 IV a cada 12 horas nos dias 1 a
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7) e daunorrubicina (45 mg/m2/dia IV nos dias 5 a 7). Os pacientes que se mantiveram em
remissdo completa foram tratados de acordo com o protocolo estabelecido para a manutengédo da
remissdo com durag3o de 24 meses. Consta de ciclos mensais de citosina-arabinosideo combinada
alternadamente com a daunorrubicina, a thioguanina ou a ciclofosfamida, de acordo com as

dosagens descritas abaixo:

Manutengio I:

citosina-arabinosideo: 100 mg/m2/dia SC nos dias 1 a 5

daunorrubicina: 30 mg/m2/dia IV nos dias 3 e 4

Manutengio II:

citosina-arabinosideo - como na manutengio I

thioguanina: 100 mg/m2/dia VO nos dias 1 a 5

Manutencéo III:

citosina-arabinosideo - como na manutengio I

ciclofosfamida: 100 mg/m2/dia IV no dia 3
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Tratamento quimioterdpico de pacientes com LLA

O tratamento quimioterapico constou de trés fases distintas: indugdo, consolida¢io e
profilaxia do sistema nervoso central € manutengio da remiss3o.

Os pacientes receberam como indugdo da remissdo os quimioterapicos em dosagens e
periodos de administragdo conforme descrito abaixo:

-prednisona: 60 mg/m2/dia VO do dia 1 ao 26, dividido em trés doses.

-vincristina: 1,5 mg/m2/dia EV (méaximo de 2 mg) nos dias 1, 8, 15 ¢ 22

-l-asparaginase: 5000 U/m2/dia IM do dia 1 ao 14 .

Os pacientes que obtiveram remissdo completa receberam como consolidaggo da remissdo
os quimioterapicos em dosagens e periodos de administragdo conforme descrito abaixo:

~ciclofosfamida: 650 mg/m2 IV, nos dias 29, 43 e 57 (méaximo de 1000 mg).

~citosina-arabinosideo: 75 mg/m2/dia IV durante 4 dias consecutivos, iniciando nos dias

31,38,45¢e52.

-6 mercaptopurina: 60 mg/mz/dia VO do dia 29 até 56

Receberam como profilaxia do sistema nervoso central a administragdo intratecal de
metotrexate (10 mg/m2 nos dias 31, 36, 45 e 52) e a radioterapia craniana (2400 r, dividido em
doses, do dia 29 ao 56)

A manuten¢do da remissdo foi realizada durante a décima e a décima oitava semanas e
constou da administrag@o dos quimioterapicos em dosagens e periodos conforme descrito abaixo:

-6 mercaptopurina: 60 mg/m2 VO diariamente. |

-methotrexate: 20 mg/m2/dia VO 1vez por semana.

Os pacientes que se mantiveram em remissio completa receberam novamente os esquemas

de indugdo, consolidagdo e manuten¢do da remissdo, conforme as descrigdes abaixo:



Inducio da remissio (realizada durante as semanas 20 a 25)

-dexametasona: 10 mg/mZ/dia VO, do dia 1 ao 28, dividido em 3 doses.
-vincristina: 1,5 mg/m2/dia IV (méaximo de 2 mg) nos dias 1, 8, 15 € 22.

-adriamicina: 25 mg/m?/dia IV nos dias 1, 8, 15 e 22.
Consolidacao da remissio (realizada durante as semanas 26 e 27):
~ciclifosfamida 650 mg/m?2/dia IV, no dia 29 (maximo de 1000 mg).

~citosina-arabinosideo: 75mg/m2/dia IV (1 s6 injegdo nos dias 31 a 34 ¢ 38 a 41).

~tioguanina: 60 mg/m2/dia VO do dia 29 ao 42.
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Figura 1: Curva da sobrevida global (método de Kaplan-Meier)' dos pacientes com ou sem mutagdes no
oncogene N-ras, estratificados por idade (acima de 60 anos ¢ abaixo de 60 anos).
1. N-ras +; idade > 60 anos
2. N-ras +; idade < 60 anos
3. N-ras —; idade > 60 anos
4. N-ras -; idade < 60 anos
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Figura 2:Curva da sobrevida livre de doenga (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com ou sem
mutagdes no oncogene N-ras, estratificados por idade (acima de 60 anos € abaixo de 60 anos).
1. N-ras +; idade > 60 anos
2. N-ras +; idade < 60 anos
3. N-ras —; idade > 60 anos
4. N-ras -; idade < 60 anos
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Figura 4:Curva da sobrevida livre da doenga (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com ou sem
mutagdes no oncogene N-ras, estratificados segundo o subtipo FAB M1.
1. sem mutago no oncogene N-ras
2. com mutag3o no oncogene N-ras
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Figura 5:Curva da sobrevida global (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com ou sem mutagdes no
oncogene N-ras, estratificados segundo o subtipo FAB M2,
1. sem mutagdo no oncogene N-ras
2. com mutagdo no oncogene N-ras
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Figura 6:Curva da sobrevida livre da doenga (método de Kaplan-Meicr) dos pacientes com ou sem
mutag3es no oncogene N-ras, estratificados segundo o subtipo FAB M2.
1. sem mutagdo no oncogene N-ras
~ 2. com mutago no oncogene N-ras
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Figura 7:Curva da sobrevida global (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com ou sem mutagdes no
oncogene N-ras, estratificados segundo o subtipo FAB M4.
1. sem mutagdo no oncogene N-ras
2. com mutagdo no oncogene N-ras
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Figura 8:Curva da sobrevida livre da doenga (método de Kaplan-Meier) dos pacientes com ou sem
mutagdes no oncogene N-ras, estratificados segundo o subtipo FAB M4.
1. sem mutagfio no oncogene N-ras
2. com mutagdo no oncogene N-ras
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