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TR resumo

Prostata Com o intuito de estudar a participagdo do gene ras ativado na tumorigénese humana, pesquisamos a
frequiéncia de mutacdo pontual no cédon 12 do gene K-ras em espécimes cirdrgicos de pacientes por-

fegere tadores de cancer de proéstata. Foi utilizado um grupo controle de pacientes com hiperplasia prostatica
Cancer benigna (HPB). Os cortes destinados ao estudo foram submetidos a extracdo do DNA pelo método da
Reagio da polimerase proteinase K. A amplificacdo do fragmento isolado foi obtida pela reacdo em cadeia de polimerase seguida

om cadeia por clivagem, utilizando-se a enzima de restricdo Mval. A eletroforese em gel de agarose permitiu a

verificacdo da presenca de mutacdes. Constatamos a presenca de mutagdo no cédon 12 do gene K-ras
K-ras em dois dos 15 carcinomas de proéstata estudados (13,3%), sendo que nenhuma em pacientes com
HPB. A ocorréncia de mutacao de 13,3% na amostra da populagdo brasileira analisada caracteriza uma
incidéncia intermediaria entre as populacGes japonesa e americana. E pouco provével que a mutacéo
isolada do K-ras seja um evento significativo na carcinogénese prostatica nesta populacao.

abstract IS

Aiming to study the participation of activated ras gene on the human tumorogenesis, we have researched the | Prostate
frequency of a punctual mutation in codon 12 of the K-Ras oncogene in surgical specimens of patients with prostate

Oncogenes
cancer. We used control group of patients with benign prostatic hyperplasia. The pieces addressed to the study

was submitted to the extraction of DNA by the proteina kinase method. The isolated fragment amplification was | Cancer

obtained using a polymerase chain reaction followed by clevage with Mval restriction enzime. The electrophoresis | polymerase chain reaction
process allowed the verification of the mutation presence. We noticed the presence of mutation in codon 12 of
the K-ras oncogene in two of 15 prostate carcinomas studied (13.3%). None of the patients with prostatic benign
prostatic hyperplasia presented any mutation. The mutation incidence of 13.3% on brazilian population sample
analysed demonstrated an intermediary incidence between American and Japanese population. It is unlikely that
K-ras mutation isolated has a significant role on the prostatic carcinogenesis in this population.
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Introducéo

Estudos experimentais e epidemioldgicos tém demons-
trado que o cancer é uma doenca genética caracterizada
por uma série acumulativa de alteracdes dos genes que
modulam diversos mecanismos relacionados a proliferacao
celular, morte celular programada, angiogénese e expressao
de moléculas de adesao® ™.

Entre os genes que controlam o crescimento celular
encontra-se a familia do gene ras, composta por trés genes:
K-ras, N-ras, e H-ras®?® 22,

Mutacdes pontuais, principalmente nos cddons 12,
13 e 61 dos protoncogenes da familia ras, ocorrem em
aproximadamente 20% dos tumores humanos. Sdo mais
freqlientemente observadas no K-ras (aproximadamente
85% do total), sequido pelo N-ras (cerca de 15%) e pelo
H-ras (menos de 1%). Isto permite a conversdo destes
protoncogenes em oncogenes ras ativados®.

O cédon 12 protoncogene K-ras, altamente suscetivel a
mutagdes (hot spot), é constituido pela seqiiéncia de bases
GGT que codifica 0 aminoécido glicina. As possiveis muta-
¢Oes pontuais que podem ocorrer neste cédon sdo: GGT
para CGT (codifica a arginina); GGT para AGT (codifica a
serina); GGT para TGT (codifica a cisteina); GGT para GTT
(codifica a valina); GGT para GAT (codifica o aspartato);
e, finalmente, GGT para GAC (que também codifica o
aspartato)®.

O protoncogene K-ras codifica uma proteina de 21
kDa (p21), a qual se localiza na membrana plasmatica de
todas as células humanas. A funcéo fisiolégica da p21 é
receber um sinal de um receptor de tirosina-quinase. Este
permite a ligacdo de fatores de crescimento na face externa
da membrana plasmatica, levando, em Ultima instancia, a
eventos que promovem a proliferacdo celular. A mutacédo
deste gene, tornando-o um oncogene ativo, desencadeia
a proliferacdo celular descontrolada® .

A atividade mitética, mediada através da proteina
quinase fosfatase-1 (MKP1), pode ser induzida por varios
oncogenes através da via ras dependente. Além disso, pode
haver inativacdo da sinalizacdo para a apoptose(' 2.

A importéncia da mutacdo dos oncogenes da familia
ras na carcinogénese do cancer de préstata tem sido
controversa® ¢ 29, Konishi et al. estudaram a presenca
de alteracdes nos genes da familia ras em 70 pacientes
japoneses e em 31 pacientes americanos, constatando,
respectivamente, uma incidéncia de 12,8% e 3,2% de
mutacdes pontuais'®. Estes dados sugerem a existéncia
de um componente genético e/ou ambiental, diferente

entre distintas populacdes e associado a modificacao dos
oncogenes ras.

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (Inca),
o cancer de préstata é o segundo tipo mais comum no
sexo masculino, superado apenas pelo cancer de pele
nao-melanoma, sendo a quarta causa de ébito por cancer
no Brasil®¥.

Desta forma, consideramos de interesse verificar a fre-
quéncia de mutacdo do oncogene K-ras em uma amostra
da populacdo da cidade de Sdo Paulo (SP) portadora de
carcinoma de prostata. Esta apresenta grande diversidade
genética, uma vez que se desconhece a freqliéncia de
mutacdo deste gene em nosso meio. Assim, contribui-se
para uma maior compreensdo da participacdo do gene ras
ativado na tumorigénese humana, mais especificamente
na populacao brasileira.

Material e método

Blocos de parafina provenientes de 15 espécimes cirdr-
gicos de carcinoma de prostata (CaP) e 15 procedentes de
bidpsias de pacientes portadores de HPB foram coletados
dos arquivos do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina do ABC (FMABC).

Laminas obtidas deste material foram fixadas em hema-
toxilina e eosina para confirmacdo diagnéstica e selecao das
areas mais representativas. O diagndstico histopatoldgico
seguiu a classificacdo da Organizacdo Mundial da Satde
(OMS). A contaminacao foi evitada com troca de laminas
entre cada amostra.

Dois cortes de cada espécime, com 8 micrometros
(um) de espessura, foram desparafinizados com 1ml de
xileno, homogeneizados a temperatura ambiente, por 15
minutos, e centrifugados a 12.000g durante 3 minutos.
Seqguiu-se de lavagem com etanol absoluto por duas
vezes, sendo as amostras centrifugadas e evaporadas a
temperatura ambiente, de acordo com a técnica descrita
por Hruban et al.('?.

Extracdo do DNA das amostras de tecido

O DNA gendmico dos tecidos foi obtido através da
utilizacdo do kit de extracdo (DNeasy, Tissue Kit, Quiagen,
Valencia, CA, USA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Em resumo, o tecido foi digerido com 100 microlitros
(ul) de tampé@o ATL (Lysis Buffer), contendo 200ug/ml de
proteinase K (Quiagen, Valencia, CA, USA), e incubado a
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37°C durante 16 horas. A posterior inibicdo desta enzima
foi realizada a 90°C por 10 minutos. A aliquota de 10ul de
solucdo precipitante de proteina (LiCl 3M) foi acrescenta-
da, seguida por curta centrifugacdo. O sobrenadante foi
removido e o DNA, precipitado, utilizando-se isopropanol
seguido de centrifugacdo, durante 10 minutos, a 12.000g.
Quando o precipitado de DNA ficou seco, o0 mesmo foi
dissolvido em 50ul de TE [10 mM Tris-HCIl, T mM EDTA
(pH 8)] e mantido a temperatura de -20°C até a realizacdo
da amplificacdo.

Reacédo de polimerizacao em cadeia

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) teve como
finalidade a amplificacdo especifica da regido de 157
pares de bases contendo o c6don 12 do gene K-ras. Para
tal foram utilizados os oligonucleotideos A e B, com suas
respectivas bases com erro de pareamento [primers mis-
matches (GIBCO BRL)] sublinhadas na seqiiéncia abaixo,
idealizada por Jiang et. al.(*:

A-5" ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT 3
B - 5’ TCA AAG AAT GGT CCT GGA CC 3’

A técnica da PCR foi realizada seguindo as instrucdes
indicadas pelo fabricante (Promega). Em resumo, numa
amostra contendo 25ng de DNA (1 a 10ul), foram adi-
cionados 25ul da solucao-méae de PCR, que consistia em:
tampao Tris-HCI T0mM (pH 8,8), MgCl,2mM, KCl 60mM,
125uM de cada dNTP, 50 pMoles de cada primer e 4Ul de
Taq DNA-polimerase.

As condi¢bes de amplificacdo da PCR foram de 94°C
por 2 minutos, sequida de 12 ciclos, sendo que cada um
destes utilizou temperaturas de 96°C por um minuto, 55°C,
durante este mesmo tempo e 72°C por 30 segundos. Um
controle negativo (sem DNA) foi empregado em cada
ensaio.

Ap6s a PCR, os produtos obtidos foram submetidos a
digestdo com 10U de endonuclease Mval, em tampao Tris-
HCl, pH 8,5, em um volume total de 25pl, de acordo as
especificagdes do fabricante (Amersham-Biosciences).

Com o intuito de aumentar a sensibilidade para de-
teccdo de mutagdes puntuais do gene K-ras, utilizamos
o aprimoramento da técnica de PCR proposto por Levi et
al. @V, Esta consiste na amplificacdo do produto da primeira
PCR ja digerido, com Mval, empregando-se agora os pri-
mers mismatches A e C (GIBCO BRL) contendo a seguinte
seqliéncia de bases com erro de pareamento:
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A - 5" ACT GAA TAT AAA CTT GTA GTT GGA CCT 3’
C -5 TAATAT GTC GAC TAAAACTTTACCTC 3’

Um volume aliquota de 1l do produto de digestéo da
primeira PCR foi utilizado para a pratica da segunda am-
plificacdo, cujas condicdes foram de 35 ciclos de 96°C por
um minuto, 55°C por este mesmo tempo e 72°C por 30
segundos, sequida de nova digestdo com Mval, de acordo
com a técnica descrita pelo fabricante (Amercham-Bioscien-
ces). Assim, aumentou-se a sensibilidade do método de 1:10
para 1:512 (alelos mutantes:alelos normais).

Analise da PCR

O produto da reacdao da PCR (5ul) foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1%, a 80 volts, durante
30 minutos, corado com brometo de etidio. A presenca ou
auséncia de mutacao em cada amostra foi verificada atra-
vés da comparacdo com um marcador de peso molecular
(Ladder123 — Amersham-Biosciences).

A documentagdo dos resultados foi feita através da
utilizacdo de luz ultravioleta transmitida e da fotografia do
gel de agarose, tendo sido usado o filme Polaroid do tipo
667 (ASA 3000).

Os dados clinicos e demograficos dos pacientes foram
avaliados retrospectivamente através de questionario. Nos
casos de cancer, o estadiamento utilizado foi o sistema
TMN (1997), e a graduacdo histoldgica foi obtida através
do escore de Gleason®.

Resultados

Foram obtidas 15 amostras anatomopatolégicas
de pacientes com cancer de préstata e 15 de pessoas
com HPB.

Aidade média dos individuos incluidos neste estudo foi
de 68,7 anos. Dos 15 pacientes estudados, 46,7% eram de
etnia branca e 53,3%, negra e parda.

Em relacdo ao estadiamento patolégico das amostras
de tecido prostatico, provenientes dos pacientes com CaP,
40% dos tumores eram localizados (estagios 1 e 2); 40%,
localmente avancados (estagio 3); e 20%, metastaticos
(estagio 4). No que se refere a graduagdo histoldgica desses
pacientes, segundo o escore de Gleason, 60% dos tumores
foram classificados como bem diferenciados (escore entre 2
e 6); 26,7%, como moderadamente diferenciados (escore
7); € 13,3%, como indiferenciados (escore entre 8 e 10).
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A correlagdo da mutagdo do cdédon 12 do K-ras com
idade, raca, estadiamento patolégico e escore de Gleason
dos pacientes pode ser observada na Tabela 1.

A PCR e a analise do polimorfismo do fragmento de
comprimento variavel, obtido por clivagem, com enzima
de restricdo, permitiram a amplificacdo da regiéo especifica
de 157 pares de base (pb) que continham o cédon 12 do
gene K-ras. Em todas as amostras do DNA genémico do
tecido prostético houve clivagem total.

Observamos mutacao do cédon 12 do K-ras em duas
amostras de CaP (13,3%). Nao verificamos tal alteracédo em
nenhuma amostra de pacientes com HPB.

Os dois pacientes que apresentaram modificacdo do
K-ras possuiam idade superior a 60 anos.

Em relacdo ao estadiamento patoldgico dos tumores,
nestes dois individuos observamos que um apresentava
tumor localizado e o outro, metastatico. No que se refere
a graduacdo histol6gica, segundo o escore de Gleason, um
paciente apresentou tumor bem diferenciado (escore entre
2 e 6) e o outro, indiferenciado (escore entre 8 e 10).

Estratificacao através de idade,
grupo étnico, estagio tumoral e
graduacao histologica dos 15

pacientes com CaP, seqgundo a
presenca ou nao de mutacao no

-1, T-JEWN M codon 12 do protoncogene K-ras
Critérios avaliados Nimero de casos
Com mutacdo  Sem mutacao
K-ras K-ras

Idade (anos)

50-60

60-70 1 7

> 70 1 2
Etnia

Branca 1 6

Parda/negra 1 7
Estadiamento

I, I (localizado) 1 5

IIT (localmente avancado) 0 6

IV (metastatico) 1 2
Escore de Gleason

2-6 (bem diferenciado) 1 8

7 (moderadamente 0 4

diferenciado)
8-10 (indiferenciado) 1 1

Os genes da familia ras possuem importante papel no
controle de diversas vias de sinalizacdo celular que estdo
intimamente relacionadas a regulacdo da proliferacdo das
células e a sua transformacado maligna® & 22,

A presenca de mutacOes pontuais nos protoncogenes
da familia ras (K-ras, N-ras e H-ras), principalmente a
mutacdo no cédon 12 do K-ras, € uma das alteracdes ge-
néticas mais freqlientes, estando presente em até 20% dos
diversos tumores do ser humano, incluindo, entre outros,
os de préstata, pancreas, pulmao, tiredide, bexiga, rim e
os colorretais® 29,

Nestes casos, a ativacdo do protoncogene K-ras con-
tribui de maneira significativa em muitos dos aspectos
caracteristicos de tumores malignos, como crescimento
celular desordenado, alteracdes no mecanismo de morte
celular programada (apoptose) e capacidade de invasdo
celular e de indugéo da angiogénese® 8 22,

Estes dados apontam para a importancia da via ras
dependente, tanto em condicdes fisiol6gicas como na
presenca da mutacdo dos oncogenes desta familia. Desta
forma, processos proliferativos como a HPB e o cancer de
prostata podem ser influenciados por tais alteragdes®.

Apesar da fraca expressdo da proteina p21, produto
final de traducdo da via ras dependente, ter sido detectada
em pacientes com HPB, existem evidéncias da auséncia de
mutacdo dos genes da familia ras em individuos com esta
doenca- 5 26),

Nossos resultados sdo compativeis com esta Gltima
observacdo, reforcando nao existir relacdo entre a alteracdo
do ras e a patogénese da HPB.

Em relacdo ao cancer de proéstata, algumas evidéncias
levaram a crer que a ativacdo dos oncogenes ras tivesse
participacdo na génese deste tumor'* 29,

Foram entdo realizados trabalhos em linhagens celula-
res de humanos, mostrando que a presenca de mutagdo
génica em populacdes ocidentais tem sido menor que 5%,
enquanto que as estatisticas japonesas revelaram incidéncias
mais significativas, atingindo até 25%. Tais estudos indicam
que o oncogene ras estd mais relacionado ao cancer de
prostata no Japdo do que nos paises americanos(': 18 2-3)
(Tabela 2).

Esta discrepancia de resultados poderia ser explicada
por diversos fatores técnicos, tais como a amostra tumoral,
os métodos analiticos e a qualidade do DNA extraido das
amostras teciduais.
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Apesar destes fatos, existe a real possibilidade de que
os fatores étnico e geogréfico sejam significativamente
importantes na alteracdo dos genes da familia ras, uma vez
que os resultados de diferentes autores tenderam a manter
a taxa de mutacdo em cada grupo étnico’- 2.

Dados de necropsia indicam que a incidéncia de car-
cinoma de prostata latente entre diferentes populacdes
é bastante semelhante. Ja o clinicamente manifestado é
muito mais comum nas populacdes americanas do que
nas asiaticas®.

Shiraishi et al. observaram mutacao dos oncogenes ras
em 20 de 81 amostras (24%) de CaP em japoneses. A alte-
racdo ocorreu em trés de 22 carcinomas latentes e em 17
de 59 tumores malignos nos mais variados estadios clinicos,
inclusive em metastase. Das 20 mutacdes, 13 ocorreram no
cddon 12 do K-ras; cinco, no cédon 61 do H-ras; e duas,
no cédon 13 do H-rasCo.

Estes acontecimentos levam a crer que os eventos ini-
ciais da carcinogénese do cancer de préstata sdo comuns,
enquanto que sua capacidade de manifestacdo clinica,
caracterizada pelo estadiamento e pela graduacao histol6-
gica, € mediada por diferentes eventos genéticos, incluindo
a ativacdo dos protoncogenes da familia K-ras.

Watanabe et al. demonstraram claramente o signifi-
cado das diferentes freqiiéncias de ativacdo dos onco-
genes ras em amostras de carcinoma latente de grupos
étnicos diversos, obtendo indice de mutacdo de 30%
em colombianos, 24% em japoneses e 5% em havaianos
e americanos continentais®?. Além disso, as alteracbes
predominantes nos carcinomas latentes foram as do K-ras,
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enquanto que as do H-ras predominaram nos canceres
clinicamente manifestos.

Os dados deste estudo, ressaltado o pequeno nimero
amostral, sugerem que as mutacdes do K-ras ndo estdo
associadas a progressao do estado latente para a doenca
clinica. Alguns autores acreditam que, possivelmente,
estas alteracdes representem exatamente o contrario,
ou seja, a auséncia de progressao para um estagio mais
agressivo. H4, no entanto, alguma controvérsia quanto a
esta questdo% 427,

A populacéo brasileira apresenta caracteristicas genéti-
cas diversas, uma vez que existe grande miscigenacdo de
populacdes oriundas dos continentes americano, europeu
e africano, além de uma pequena influéncia asiética.

O presente trabalho possui limitacdes por ter estudado
um pequeno ndmero de pacientes, o que poderia contribuir
para a nao-quantificacdo exata da freqliéncia de mutacao
do gene K-ras na populacdo brasileira.

Além disso, a metodologia empregada neste estudo nos
possibilitou apenas a deteccdo da presenca ou da auséncia
de alteracdo no cédon 12 do protoncogene K-ras, ndo nos
permitindo descrever com exatiddo qual a mutacdo pontual
especifica ocorrida em cada uma das duas amostras de
tecido que apresentaram essa alteracéo.

Constatamos que a mutacdo do cédon 12 do K-ras
ocorreu em duas das 15 amostras estudadas, totalizando
13,3%, o que caracteriza uma incidéncia intermediéria
entre as populacdes americana e japonesa (Tabela 2). Talvez
a pesquisa de outros genes da familia ras, neste trabalho,
resultasse em uma maior freqliéncia de alteracdes.

Incidéncia de mutacao dos oncogenes da familia ras em cancer de prostata, de acordo com

pELIIEW M pais de origem e estadiamento dos tumores estudados

Referéncia Ano Incidéncia (%) Mutacdo Pais Estadiamento
(25) 1992 0 Nenhuma EUA II, III
(6) 1990 4 Codons 12 e 61 H-ras EUA I, 11, IV
(18) 1997 13 Codons 12 K-ras e 12 N-ras Japdo [ IL, 101, IV
(18) 1997 3 Codons 12 K-ras EUA I
(26) 1995 0 Nenhuma Franca I II III, IV
(17) 1992 26 Codons 12 K-ras Japdo Latente
(31) 1994 22 Codons 12 e 61 K-ras, 13 e 61 H-ras Japao II, III, IV
(30) 1998 25 Codons 12 K-ras, 13 e 61 H-ras Japao LI OI, IV
(32) 1994 24 Codons 12 K-ras, 12 N-ras e 61 H-ras Japdo Latente
(10) 1991 5 Codon 61 H-ras EUA IT, 101, IV
(2) 1992 24 Codons 61 K-ras, 12 N-ras e 61 H-ras Japao I IL III, IV
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Foram considerados, no presente estudo, apenas
pacientes com cancer clinicamente manifesto, impos-
sibilitando-nos qualquer comparacao com carcinomas
latentes. Obtivemos a mutacdo em um paciente com
doenca extensamente localizada e em um com doenca
metastatica.

Concluimos que, apesar do pequeno nimero de pa-
cientes estudados em cada um dos grupos, a mutacdo
isolada do oncogene ras provavelmente ndo seja um evento
significativo na génese universal do cancer de prostata.
Consideramos que sejam necessarios estudos com maior

tamanho amostral para que se possa correlacionar o grau
histolégico dos tumores prostaticos com a freqliéncia de
alteracdo do gene K-ras.

Abaixa positividade da mutacdo do gene K-ras (13,3%)
em uma pequena amostra de pacientes ndo admite con-
clusdes a respeito do valor progndstico desta mutacao,
embora existam evidéncias de que a via de expressao do
ras possa ter importante funcdo na génese do cancer de
prostata® 8142229 Nossos resultados reforcam a existéncia
de uma variabilidade genética nos eventos carcinogénicos
entre as diversas populacdes.
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