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Freqiiéncia de Mutacdo no Codon 12 do Gene K-ras no Carcinoma Ductal
[nvasivo de Mama

Frequency of Mutations at Codon 12 of the K-ras Gene in Invasive Ductal Breast Cancer

So6nia Maria Rolim Rosa Lima!, Sebastido Piato!, Roberto Euzébio dos Santos!,
Euclides Matheucci Junior?, Osmar Monte?

RESUMO

Objetivo: pesquisar a freqtiéncia de mutacdo pontual no cédon 12 do gene K-ras, em espécimes
cirurgicos de pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo de mama.

Material e Métodos: foram utilizados cortes de 50 espécimes cirurgicos incluidos em blocos
de parafina, de pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo de mama, com graus
histolégicos II e III. Os cortes destinados ao estudo foram desparafinizados e submetidos a
extragdo do DNA, por meio do emprego da proteinase K. Para a amplificacdo do fragmento a
ser analisado, utilizou-se a reag¢do em cadeia da polimerase, seguida por clivagem com o
emprego de enzima de restricdo de comprimento varidvel (RFLP). A verificacdo da presenca
de mutacdo nas amostras foi feita com o emprego de eletroforese em gel de agarose, com
marcador de peso molecular “Ladder 123” (GIBCO-BRL), e a documentagdo dos resultados,
mediante fotografia, utilizando-se luz ultravioleta transmitida.

Resultados: em cinco dos 50 carcinomas ductais invasivos de mama estudados (10%)
constatou-se a presenca de mutacdo no cédon 12 do gene K-ras, sendo todas elas polimérficas
para esse carater. As afetadas pelos tumores, que apresentavam a referida mutagdo,
encontravam-se na pos-menopausa. Em quatro dos cinco casos em que se constatou a mutagdo,

o grau histoldgico dos tumores era Il e no caso restante III.

PALAVRAS-CHAVE: Mama: cancer. Reagéo em cadeia da polimerase. Oncogenes.

[ntroducéo

Apesar dos avancos relacionados com o
diagnostico precoce do cancer de mama e de sua
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terapéutica, nado se tem conseguido impacto
significativo em relacdo a sobrevida®2°,

Tendo em vista que estudos experimentais
tém demonstrado ser o cancer doenca genética,
resultante de alteracdes do acido desoxir-
ribonucléico (DNA)>!*, as atencdes em relacdo
a carcinogénese mamaria tém-se voltado para
eventuais modificagcdoes do genoma, em
particular as mutacdes pontuais de proto-
oncogenes!2+11,

A ocorréncia de mutacdes pode ser
incrementada quando certos agentes, conhecidos
como mutagénicos, agem sobre DNA celular. As
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alteracdes eventualmente ocasionadas pelos
mesmos sdo denominadas mutacoes induzidas. A
maioria dos agentes possui a capacidade de atuar
ocasionando modificacdes em bases especificas ou
tornando-se incorporados ao acido nucléico. Na
carcinogénese em geral e em particular nas fases
de iniciacdo, promocdo e progressao do cancer
mamario, radiacdes ionizantes e certos agentes
quimicos tém sido incriminados como
responsaveis por mutacoes induzidas!®162,

Com o advento de técnicas laboratoriais do
DNA recombinante, abriram-se novas e
revolucionarias perspectivas no estudo da
identificacdo de mutacoes de proto-oncogenes.
Dentre essas técnicas, cumpre destacar a reacao
em cadeia da polimerase (PCR), que foi idealizada
por Kary Mullis, em 1984, e apresentada pela
primeira vez a “American Society of Human
Genetics”, no ano de 19852,

No que se refere a deteccao da freqtiéncia
de mutacdes pontuais no cédon 12 do gene K-ras
na carcinogénese mamaria, mediante utilizacao
da PCR, existem poucos relatos na literatura
internacional®?%®?%, e nenhum em nosso meio.

Material e Métodos

O material utilizado no presente estudo
consistiu de cortes com 8m de espessura
provenientes de S50 espécimes cirurgicos de
mulheres portadoras de carcinoma ductal invasivo
de mama, incluidas em blocos de parafina. Para a
determinacdo do grau histolégico dos tumores,
adotaram-se os critérios estabelecidos por Elston
e Ellis®.

Entre as 50 pacientes estudadas, 33 (66%)
apresentavam-se na pos-menopausa. Em relacdo
ao grau histologico dos tumores, 35 (70%) eram
grau Il e os 15 (30%) restantes, grau III.

Para a desparafinizacdo dos dois cortes de
cada espécime, foram colocados antes em tubo de
Eppendorfde 1,5ml, ao qual foi: (a) adicionado 1ml
de xileno em cada tubo, seguido de
homogeneizacdo a temperatura ambiente por 15
minutos; (b) centrifugacdo a 12.000 rotacdes por
minuto (rpm), por trés minutos; (c) remocao do
xileno de cada amostra com pipeta Pasteur,
tomando-se cuidado especial para evitar perdas de
tecidos; (d) repeticao dos passos a, b e c; (e) adicao
de aproximadamente 0,5 ml de etanol 100% a cada
tubo e nova homogeneizacdo por inversao; (f)
centrifugacéo a 12.000 rpm, por seis minutos; (g)
remocao do etanol com pipeta Pasteur; (h)
repeticdo dos passos e, f, g; e (i) secagem das
amostras, até que o etanol tenha evaporado
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completamente, mantendo os tubos abertos e
colocando-os cuidadosamente em uma placa de
aquecimento a 37°C, por quinze minutos!’.

A extracdo do DNA dos cortes despara-
finizados foi feita através da digestao do tecido, com
emprego da proteinase K, obedecendo aos
seguintes passos: (a) adicdo as amostras de 100 pl
de tampao de digestdo [10 mM Tris-HCI (pH 8,0),
0,25 mM de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, pH 8,0), 0,5% de dodecilsulfato de sodio (SDS)
e 100 mM de NaCl], contendo 200 ug/ml de
proteinase K (Merck); (b) incubacao a 37°C, por 16
horas; (c) incubacao a 95°C, por dez minutos, para
inativar a proteinase K. Evitou-se aquecimento por
mais de dez minutos, com a finalidade de manter
a integridade do DNA; (d) adicao de 10 ul de cloreto
de litio 3M, homogeneizacdo por inversao e
centrifugacéo a 12.000 rpm, por dez minutos; (e)
transferéncia do sobrenadante para tubo novo; (f)
adicao de 500 pl de etanol a 100% e homoge-
neizacao por inversdo e centrifugacdo a 13.000
rpm, por dez minutos; (g) descarte do etanol, adicao
de 500 ul de etanol a 70%, homogeneizacdo por
inversdo e centrifugacdo a 13.000 rpm, por dez
minutos; (h) secagem em banho seco a 37°C, por
15 minutos; (i) ressuspensdo do precipitado em
S0ulde T.E. [10 mM de Tris HCl pH 7,5 (Tris EDTA),
1 mM de EDTA, pH 8,0]; e (j) manutencdo das
amostras a -20°C.

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) e a
analise do polimorfismo do fragmento de
comprimento variavel obtido por clivagem com
enzima de restricdo (RFLP) foram efetuadas em 2
estagios. Numa primeira PCR, que teve como
finalidade a amplificacao de regiao especifica de
157 pares de bases, contendo o cédon 12 do gene
K-ras, utilizaram-se os oligonucleotideos A e B, com
suas respectivas bases com erro de pareamento
(primers mismatches) sublinhadas na freqtiéncia
abaixo, idealizadas por Jiang et al.!®:

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

Seguindo as condicoes sugeridas pelo
fabricante (Promega), a PCR foi realizada com
volume final de 25 ul, contendo: 25 ng de DNA (1 a
10 ul, apés ressuspensao em 50 ul de T.E.); quatro
unidades de Tag DNA-polimerase; 50 pmoles de
cada primer; 50ul de cada desoxirribonucleotideo
trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1,25 mM
cada; e 2,0 mM MgCl, 60 mM KCI; e 10 mM Tris-
HCI (pH 8,8). As amostras foram entao submetidas
a amplificacdo por 12 ciclos, sendo em cada ciclo
utilizadas temperaturas de 96°C (um minuto), S5°C
(um minuto) e 72°C (meio minuto). Um controle
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negativo (sem DNA), com agua destilada, foi
empregado em cada ensaio. Apos a PCR, os
produtos obtidos foram submetidos a digestao
enzimatica com 10 U de Mwval, por incubacdo por
quatro horas a 37°C, numa reacao final de 25 pl,
em tampao 1x (20 mM Tris-HCI, pH 8,5; 10 mM
MgCl, 1 mM ditiotreitol, 100 mM KCl), de acordo
com as especificacoes do fabricante (Amersham).

Com vistas a aumentar a sensibilidade para
a deteccdo de mutacdes do gene K-ras utilizou-se
o aprimoramento da técnica da PCR proposto por
Levi et al.'®, que consistiu na realizacao de
segunda PCR. Os primers mismatches A e C
utilizados para amplificacao do produto da primeira
PCR, ja digerido com Mval, foram:

A - 5 ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT
GGA CCT 3

C- 5 TAATAT GTC GAC TAA AAC AAG TTT
ACCTC &

Do produto de digestdo da primeira PCR,
utilizou-se 1lul, para a pratica da segunda
amplificacdo. Esta foi realizada por 25 ciclos e foi
seguida de nova digestao enzimatica por Mval.

Completada a amplificacdo, estudaram-se
Sul de cada amostra, pela eletroforese em gel de
agarose 0,8%, com Tris-borato EDTA (TBE) 1x,
juntamente com 1ul de tampdo de amostra 6x
(0,25% azul de bromofenol, 25% xileno cianol e 30%
glicerol em H,0), em placa do gel 0,8%, contendo
0,5 mg/ml de brometo de etidio. Estas amostras
foram colocadas em uma extremidade do gel e
submetidas a eletroforese por 30 minutos, a 80
volts. A composicao da solucao padrao de TBE 5x
por litro é: 54 g de Tris base, 27,5 g de acido bérico
e 20ml de EDTA 0,5M (pH 8,0).

Para verificacdo da presenca ou auséncia de
mutacao em cada amostra estudada, foram utilizados
marcadores de peso molecular “Ladder 123” (GIBCO-
BRL), aplicados nas extremidades de cada gel. Estes
consistiram de segmentos com numeros de pares
de base (pb) previamente conhecidos (123 pb, 246
pb,..... 3075 pb), que correram em paralelo nas
margens laterais da placa.

A documentacao dos resultados foi feita com
a utilizacao de luz ultra-violeta transmitida e
fotografia do gel de agarose, na qual foi utilizado
filme Polaroid tipo 667 (ASA 3000).

Resultados

Em cinco dos 50 espécimes cirurgicos de
carcinoma ductal invasivo de mama estudados
(10%) constatou-se a presenca de mutacao pontual
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no coédon 12 do gene K-ras.

Na Tabela 1 apresentamos a idade das
pacientes, a idade em que ocorreu a menopausa
das mesmas e o grau histologico dos cinco tumores
de mama, nos quais foram detectadas as referidas
mutacoes.

Tabela 1 - Idade e época da menopausa das pacientes e grau histologico dos tumores,
nos casos em que se detectou mutagéo no cddon 12 do gene K-ras.

N° NOME REGISTRO IDADE MENOPAUSA  GRAU
GERAL HISTOLOGICO

01 MRMT 253004 54 47 I

2 AAM 255316 72 57 I

03 AGO 255515 59 58 Il

M4  MVLN 256851 71 40 I

05 ALCC 1032316 74 54 I

Na Figura 1 apresentamos foto da placa de
gel de agarose, na qual estao quatro dos cinco casos
em que ocorreu mutacdo no céodon 12 do gene K-
ras. Como se pode observar, os fragmentos em que
ocorreu a mutacdo apresentam-se polimoérficos.

< &
“«, 4, e 4, e 1, re % 4,
j& o, o, 1 4 o/ 0 %,

369 pb—>

246 pb —>

123 pb—>

Figura 1 - Foto de gel de agarose, na qual se pode observar: nas colunas 1 e 8 (Ladder
123), marcador de peso molecular conhecido; na 7, o controle (branco); na 5 (Sel/Sel),
amostra do gene selvagem; e nas 2, 3, 4 e 6 (Mut/Sel), as amostras dos genes mutantes
encontradas em quatro de nossos casos.

Discussao

Desde o ano de 1982, época em que foram
realizadas as primeiras investigacdes acerca da
participacdo dos genes ras ativados no
desenvolvimento de tumores humanos, grande
numero de relatos surgiram na literatura a
respeito do tema?7:12:22.27,

Como bem relatam Deyo et al.!?, os genes
ras colocam-se atualmente entre as moléculas
mais estudadas nas ciéncias biomédicas. Na
opinidao destes e de outros autores, as recentes
descobertas comecam a proporcionar esclare-
cimentos acerca dos fluxos ascendente e
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descendente da intrincada via de transducao de
sinais, na qual as proteinas codificadas pelos genes
ras ocupam papel centrall>71215,

As mutacoes pontuais nos codons 12, 13 e 61
dos proto-oncogenes ras fazem com que os mesmos
se transformem em oncogenes. Tais oncogenes sao
definidos como genes ras alterados, que podem
transformar a linhagem celular de camundongos
NIH/3T3 em células tumorais?®28, Assim
transformados, os genes ras podem ocasionar
alteracoes da atividade GTPase da p21, capazes de
impedir o desligamento entre a mesma e a GTP2
Nesta situacao, a perda da atividade GTPase resulta
em permanente ligacao da GTP a proteina Ras. Como
decorréncia, esta proteina permanece em sua
configuracao ativa, enviando os sinais continuos de
transducao para o crescimento e diferenciacao
celular®. A clonagem celular persistente que resulta
desta alteracao, pode ter participacao decisiva nas
fases da carcinogénese de determinado tecido.
Segundo Rodenhuis et al.?®, fortes evidéncias
sugerem que mutacoes no proto-oncogene K-ras sao
eventos iniciais na carcinogénese mamaria.

Os conhecimentos acerca das mutacoes
pontuais dos proto-oncogenes foram
incrementados apoés o advento da técnica da PCR.
A utilizacao de primers contendo mismatches,
criados por Jiang et al.'®, constituiu artificio de
extraordinaria eficacia para a deteccao de
mutacoes pontuais no cédon 12 do proto-oncogene
K-ras. Cabe assinalar ainda, que a realizacdo de
segunda PCR, proposta por Levi et al.!?, aumentou
a sensibilidade do método para a deteccao das
referidas mutacoes.

Pela analise da literatura, pode-se constatar
que as investigacoes relacionadas com mutacao
pontual do gene K-ras em cancer mamario
mostram resultados dispares, que vao desde a
auséncia da mesma até taxas em torno de 10%*2.
Em estudo de 40 casos de cancer primario de
mama, nos quais utilizaram a técnica original da
PCR, Rochlitz et al.?® encontraram a referida
mutacao em apenas dois (5%) dos mesmos.

A presente investigacao, que foi dirigida
especificamente ao carcinoma ductal invasivo de
mama, com a utilizacdo de primers mismatches
idealizados por Jiang et al.'® e de dupla PCR, proposta
por Levi et al.'?, revelou incidéncia de mutacao
pontual do proto-oncogene K-ras em 10% dos
tumores. Acreditamos que esta taxa mais elevada
da freqiiéncia de mutacao em nosso material,
quando comparada com a média dos dados referidos
na literatura, possa estar relacionada com maior
sensibilidade da metodologia laboratorial utilizada.

No nosso estudo verificamos que todas as
pacientes, nas quais o carcinoma mamario
apresentou mutacdo pontual, encontravam-se na
pos-menopausa. Por se tratar de niumero reduzido
de casos, entendemos que novas pesquisas devam
ser realizadas para melhor ajuizamento deste fato.
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No que se relaciona ao grau histologico dos
tumores, igualmente achamos que sao
necessarios estudos com maior casuistica, para
adequada correlacao entre o mesmo e a freqiiéncia
de mutacao do gene K-ras.

Dentro do cenario atual, acreditamos que o
presente trabalho constitui uma contribuicao para
o futuro entendimento dos intrincados
mecanismos responsaveis pelas diferentes fases
do desenvolvimento do cancer de mama, assim
como de aspectos relacionados com a prevencdo
primaria, o prognéstico e a terapéutica desta
neoplasia. Para tanto, entendemos que se torna
necessario estudo prospectivo de um numero
maior de casos, nos quais se consiga detectar a
mutacao pontual investigada no presente estudo.

Ao termo desta discussao, que se baseou nos
resultados de alguns dos exaustivos esforcos
desenvolvidos pelos cientistas para desvendar
aspectos do complexo mecanismo responsavel pelo
surgimento do cancer de mama, achamos de maior
propriedade as recentes afirmativas de Barros e
Pinotti®. Segundo estes autores, “o conhecimento
sobre a carcinogénese mamaria hoje disponivel, que
se enriquece dia a dia, ainda é representado apenas
por fragmentos de um amplo processo, lembrando
pecas de um verdadeiro quebra-cabecas. Esta area
tem despertado com muita énfase o interesse de
pesquisadores, porque a medida que surgem novos
avancos, paralelamente se abrem novas
perspectivas em termos de prevencdo primaria,
deteccao precoce e terapéutica do cancer de mama”.

SUMMARY

Purpose: the frequency of point mutation at codon 12 of the
K-ras gene was determined in paraffin blocks of surgical
specimens from patients who had ductal invasive breast
cancer.

Material and Methods: Fifty surgical specimens blocked in
paraffin from patients with ductal invasive breast cancer,
with histological degree Il and III, were used. The polymerase
chain reaction (PCR) was used for amplification of DNA
fragments studied. The material cleavage was obtained with
restriction fragment length polymorphisms (RFLP). The
electrophoresis in agarose gel, with Ladder 123 (GIBCO-
BRL) marker, was employed to verify if some mutation had
occurred. The results were shown using ultraviolet beam
and recorded by photos.

Results: mutations at codon 12 of K-ras gene were found in
five samples (10%) and all of them were polymorphic for this
caracter. The five patients whose tumors expressed mutation
were in the postmenopausal period. Four patientes had
tumors of histological degree II and one, II1.

KEY WORDS: Breast neoplasms. Polymerase chain reaction.
Oncogenes.
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