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RESUMO

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores derivados das células da
glia. S&o divididos em subgrupos baseados na morfologia histologica e
similaridade das suas células com células da glia diferenciadas. Desta forma, séo
classificados, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em: astrocitomas,
oligodendrogliomas, oligoastrocitomas e ependimomas. Como a maioria dos
canceres, gliomas se desenvolvem como resultado de alteracdes genéticas que
se acumulam com a progressao do tumor. Tendo em vista a importancia das
mutacdes nos gene TP53, PTEN, IDH1 e IDH2 nas diferentes propostas da génese
e progressdao de gliomas, este trabalho teve como objetivo geral analisar a
ocorréncia de mutacdes nesses genes através de PCR/SSCP seguida de
sequenciamento direto, comparando 0s resultados obtidos entre tumores de
diferentes graus de malignidade e avaliando a presenca de associacdes estatisticas
entre as diferentes varidveis estudadas. O gene TP53 apresentou mutacdo em
12,2% (6/49) das amostras, acometendo principalmente os éxons 5 e 7. Nao
houve associacdo estatistica entre a presenca de mutacdo nesses genes e as
variaveis sexo, idade e gradacéo tumoral. No entanto, todas as muta¢cdes foram
identificadas nos astrocitomas, sugerindo um papel na génese e progressao
desse subtipo tumoral. O gene IDH1 se apresentou mutado em 17,6% (6/34) dos
casos, enquanto que nenhuma mutacao no gene IDH2 foi identificada. Os testes
estatisticos ndo mostraram relacéo significante entre as mutagfes identificadas
em IDH1 e as variaveis estudadas. Em relacdo ao PTEN, apenas uma mutacao
no intron 4 foi identificada em 1 caso. Considerando-se o estadiamento dos casos
que apresentaram mutacdes, sugere-se que mutacdes nos genes TP53 e IDH1
sdo eventos precoces na progressao dos gliomas, o que pode ser util do ponto de
vista clinico no que se diz respeito ao acompanhamento dos pacientes e

desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais especificas.

Palavras-chave: Glioma, Mutagdo, SSCP, Sequenciamento, TP53, PTEN, IDH1,
IDH2.
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ABSTRACT

Glioma is the term used to describe tumors derived from glial cells. They are
divided into subgroups based on the histological morphology and similarity of their
cells with differentiated glial cells. Thus, they are classified according to the World
Health Organization, into: astrocytomas, oligodendrogliomas, ependymomas and
oligoastrocitomas. Like most cancers, gliomas develop as a result of genetic
changes that accumulate with tumor progression. Given the importance of
mutations in TP53, PTEN, IDH1 and IDH2 genes in different proposals of the
genesis and progression of gliomas, the aim of the present study was to analyze
the occurrence of mutations in these genes by PCR/SSCP followed by
sequencing, comparing the results obtained from tumors of different malignancy
grades and evaluating the presence of statistical associations between different
variables. The TP53 mutation was found in 12.2% (6/49) of the samples, mostly in
the exons 5 and 7. There was no statistical association between the presence of
mutations in these genes and the sex, age or tumor grade variables. However, all
mutations occurred in astrocytomas, suggesting a role in the genesis and
progression of this tumor subtype. Mutations in IDH1 gene were observed in 17.6
% (6 /34) of cases, whereas no mutations in IDH2 gene were identified. Statistical
tests showed no significant relationship between the identified mutations in IDH1
and the variables. Regarding PTEN, only a mutation in exon 4 was identified.
Considering the grading of tumor with mutations, it was concluded that mutations
in IDH1 and TP53 genes are early events in the progression of gliomas, which can
be useful in a clinical standpoint as regards the monitoring of patients and

development of more specific therapeutic strategies.

Keywords: Glioma, Mutation, SSCP, sequencing, TP53, PTEN, IDH1, IDH2.
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1. INTRODUCAO
1.1. CANCER - DEFINICOES GERAIS

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos.
Uma vez que essas ceélulas se dividem rapidamente, tendem a ser muito
agressivas e incontrolaveis, determinando a formac&o de tumores malignos, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2014). Surge como
resultado de alteracbes genéticas e epigenéticas que alteram em varios aspectos,
a fisiologia celular normal (Hanahan & Weinberg, 2011). Essas alteracdes podem
ser aberrac6es cromossémicas (delecdes, duplicacdes, translocacgdes, inversoes),
mutacbes com ganho ou perda de funcdo e polimorfismos, ocorrendo
comprometimento da manutencéo da integridade gendmica, promovendo assim a
instabilidade da homeostase celular (Sugimura & Ushijima, 2000; Richardson,
2003; Jelonek et al., 2010).

O desenvolvimento do céancer € um processo complexo no qual estdo
envolvidas anormalidades em muitos genes. A combinacdo de varios genes
mutados pode revelar as relagbes funcionais entre genes e cascatas que levam a
tumorigénese, além de identificar alvos moleculares para o desenvolvimento de
tratamentos (Yeang et al., 2008). Os genes mais frequentemente envolvidos na
origem das neoplasias malignas pertencem aos seguintes grupos: oncogenes,
genes supressores de tumor e genes envolvidos no reparo do DNA (Brennan,
2002).

De acordo com Hanahan e Weinberg (2011), para que todo cancer se
desenvolva, sdo necessarias ocorréncias de alteracdes essenciais na fisiologia
celular que, juntas, determinam o crescimento maligno (Figura 1). A medida que
as células normais evoluem progressivamente para um estado neoplasico,
adquirem uma sucessédo dessas alteracdes, e o processo de multiplas etapas na
patogénese de tumores humanos poderia ser racionalizado pela necessidade de
células cancerosas incipientes adquirirem 0s tracos que permitem que elas se

tornem tumorigénicas e, finalmente, malignas.
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Figura 1. Caracteristicas do cancer. Esta ilustracdo engloba as caracteristicas presentes em
células cancerosas. Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011.

1.2. TUMORES PRIMARIOS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) constituem populacdes
exclusivas e heterogéneas de neoplasias que incluem tumores benignos e
malignos. Embora a incidéncia desses tumores seja baixa quando comparada a
outras neoplasias, estdo entre as mais sérias malignidades humanas, pelo fato de
afetarem o 6rgdo responsavel pela coordenagdo e integracdo de todas as
atividades vitais do ser humano (Ohgaki & Kleihues, 2005). Além disso, como
cada regiao do cérebro tem uma funcéo vital, algumas terapias empregadas em
outras neoplasias ndo podem ser aplicadas na cura de tumores cerebrais, 0 que
compromete muito a qualidade e a sobrevida do paciente (Louis et al., 2002 ;
Ohgaki & Kleihues, 2005; Riemenschneider et al., 2010).
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O céancer do SNC representa, na populacdo mundial, aproximadamente,
2% de todas as neoplasias malignas (INCA, 2014). Dados do Centro de Registro
de Tumores Cerebrais dos Estados Unidos (CBTRUS, 2012) mostram um
aumento significativo na incidéncia de tumores do SNC, primarios ou nao, nas
trés ultimas décadas. Alguns fatores sdo apontados como provaveis causadores
desse aumento, como, por exemplo, 0 crescimento do tabagismo entre as
mulheres e adolescentes, a sobrevida maior da populacdo mundial, com
expectativa de vida ao redor dos 75 anos. Além disso, esse aumento pode ter
ocorrido, na verdade, devido a uma melhor deteccéo, ja que houve um grande
avanco nas técnicas de diagnostico de lesdes do SNC, além do maior acesso da
populacao aos recursos médicos de diagndstico e tratamento (Clara, 2011; INCA
2014; CBTRUS, 2012).

A incidéncia anual é de aproximadamente 15 casos por 100.000 pessoas,
apresentando relagéo direta com a idade. Do nascimento até os 4 anos de idade,
a incidéncia é de 3,1 casos por 100.000 pessoas, apresentando uma queda na
faixa etaria de 15 a 24 anos. A partir dos 65 anos, a incidéncia aumenta
progressivamente, com aproximadamente 18 casos por 100.000 pessoas ao ano
(Riemenschneider & Reinferberger, 2009).

Dados mundiais da incidéncia de tumores do SNC revelaram que a
incidéncia é mais elevada em homens do que em mulheres (aproximadamente,
3,7 e 2,6 em cada 100.000 pessoas por ano, respectivamente) (Ferlay et al.,
2004). Curiosamente, a incidéncia & mais elevada nos paises mais desenvolvidos
do que nos paises menos desenvolvidos, mas estas diferencas podem ser
consequéncia das diferentes praticas de diagnostico e acesso a cuidados
adequados de saude (Suvi et al., 2007). Alguns estudos indicam também que a
populacdo caucasiana tem uma maior incidéncia do que a africana ou a asiatica
(Ohgaki & Kleihues, 2009 ).

De acordo com dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Céancer
(INCA), esperam-se 4.960 (taxa bruta de 5,07 por 100.000 individuos) casos
novos de cancer do SNC em homens e 4.130 (taxa bruta de 4,05 por 100.000

individuos) em mulheres, para o Brasil, no ano de 2014. Esses valores



16

correspondem a um risco estimado de 5 casos novos a cada 100 mil homens e 4
a cada 100 mil mulheres (Quadro 1) (INCA, 2014).

Ainda de acordo com os dados do INCA (2014), sem considerar 0s
tumores da pele ndo melanoma, o cancer do SNC em homens € o oitavo mais
frequente na regido Norte (2%). Nas regidbes Nordeste (2,3%), Sul (1,8%) e
Centro-Oeste (1,5%), ocupa a nona posi¢cdo, enquanto na regido Sudeste (1,4%)
ocupa a 11° posicdo. Para as mulheres, ocupa a nona posicéo na regidao Centro-
Oeste (1,7%) e € décimo mais frequente na regido Norte (1,7%). Nas regides Sul
(1,7%) e Sudeste (1,4%) € o 11° mais frequente, enquanto que na regiao
Nordeste (1,5%), é 0 12°.

A maioria dos tumores do SNC se origina no cérebro, nervos cranianos e
meninges. Mesmo ndo sendo muito frequente, esse cancer contribui
significativamente para a morbidade global. As taxas de mortalidade por tumores
do SNC variam de 3 a 7 ébitos por 100.000 pessoas por ano, sendo que a
mortalidade, assim como a incidéncia é, em geral, maior em homens do que em
mulheres (Ohgaki & Kleihues, 2005; Ohgaki, 2009).

Apesar do crescente numero de estudos epidemiolégicos em neuro-
oncologia nos ultimos anos, a etiologia especifica e 0os agentes ou eventos
responsaveis pelo surgimento e progressao dos tumores cerebrais permanecem
indeterminados na maioria dos casos. Fatores de risco bem estabelecidos
incluem: sindromes genéticas como neurofibromatose tipo 1 (NF-1),
neurofibromatose tipo 2 (NF-2) (com maior risco para gliomas do nervo 6ptico e
astrocitomas), Sindrome de Gorlin, Turcot, Von Hippel-Lindau, Li-Fraumeni,
esclerose tuberosa; e a exposicdo a radiacdo ionizante. Outros fatores sao
controversos e incluem o uso do tabaco, alcool, telefone celular, trauma craniano

e infec¢Bes (Chandana et al., 2008).
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Quadro 1. Estimativas para o ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e
de nimero de casos novos por cancer, segundo sexo e localizagdo primaria* no Brasil. Adaptado
de INCA, 2014.

Localizagdo Primaria Estimativa dos Casos Novos
Neoplasia Maligna Homens Mulheres
Casos Taxa Bruta Casos Taxa bruta
Prostata 68.800 70,42 - -
Mama Feminina - - 57.120 56,09
Colo do Utero . - 15.590 15,33
Corpo do Utero - - 5.900 5,79
Ovério - - 5.680 5,58
Traqueia, Bronquio e Pulméo | 16 400 16,79 10.930 10,75
Célon e Reto 15.070 15,44 17.530 17,24
Estdmago 12.870 13,19 7.520 7,41
Cavidade Oral 11.280 11,54 4.010 3,92
Esofago 8.010 8,18 2.770 2,70
Laringe 6.870 7,03 770 0,75
Bexiga 6.750 6,89 2.190 2,15
Leucemias 5.050 5,20 4.320 4,24
Sistema Nervoso Central 4.960 5,07 4.130 4,05
Linfoma nao Hodgkin 4.940 5,04 4.850 4,77
Pele Melanoma 2.960 3,03 2.930 2,85
Linfoma de Hodgkin 1.300 1,28 880 0,83
Glandula Tireoide 1.150 1,15 8.050 7,91
Pele ndo Melanoma 203.930 - 190.520 -
Todas as Neoplasias 302.350 - 274.230 -

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10

1.2.1. CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

Os tumores primarios do SNC exibem diversos tipos histologicos e
origens citologicas, refletindo a complexidade tecidual e a variedade de tipos

celulares caracteristicos do sistema nervoso. A multiplicidade morfoldgica dessas
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neoplasias acrescenta-se ainda a diversidade de manifesta¢ces radiolégicas e de
comportamentos bioldgicos. Todos esses fatores explicam as grandes
dificuldades encontradas para o estabelecimento de uma classificacdo dos
tumores do SNC com linguagem e aceitacdo universal (Kleihues & Cavenee,
2000).

Uma das classificagdes mais aceitas é a da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), baseada na premissa de que cada tipo de tumor se origina de um
tipo celular especifico e os tumores séo classificados em graus de malignidade
com implicacdes terapéuticas e prognaosticas (Louis et al., 2007).

A gradacéo histolégica € um meio de prever o comportamento bioldgico
de uma neoplasia. Em termos clinicos, € um fator que influencia a escolha do
tratamento, particularmente o uso de protocolos de radioterapia ou de
quimioterapia adjuvante. Além da gradagcdo dos tumores, outros critérios sao
necessarios para prever a resposta a terapia, como: achados clinicos, idade,
localizacdo do tumor; padrbes radiologicos, extensdo da cirurgia, indice de
proliferacdo e alteracbes genéticas (Kleihues & Cavenee, 2000; Louis et al.,
2007).

A classificacdo da OMS dos tumores do SNC inclui um sistema de
gradacdo que, em ultima andlise, € uma escala de malignidade, variando do grau
de malignidade | (os menos agressivos biologicamente) e IV (0s mais agressivos)
(Louis et al., 2007), baseada nas caracteristicas das células tumorais, tais como,
indice mitético, atipia nuclear, proliferacdo microvascular, caracteristicas
invasivas, capacidade de necrose e no comportamento clinico destes tumores
(Ponten, 1998; Louis et al., 2007).

Na ultima década observou-se um avanco no conhecimento sobre o0s
eventos moleculares associados ao fendtipo destes tumores (Mladkova &
Chakravarti, 2009). Dessa forma, existe uma esperanca de que tais
conhecimentos possam gerar no futuro uma melhora da sobrevida e da qualidade
de vida dos portadores dessas neoplasias, o que ainda néo foi observado na
pratica, sobretudo se considerarmos o glioblastoma multiforme (GBM), cuja
sobrevida a partir do diagnostico € de aproximadamente um ano no adulto

(Ohgaki & Kleihues, 2007). Portanto, ainda € necesséaria a realizacdo de
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pesquisas tanto laboratoriais quanto estudos clinicos com o objetivo de se obter
um maior controle de longo prazo dos tumores primarios do SNC.

1.3. GLIOMAS

O tecido cerebral é composto por dois tipos celulares, os neurdnios e a
glia. A grande importancia da glia para a funcao cerebral é evidenciada pelo seu
aumento percentual durante a evolugéo, constituindo 25%, 65% e 90% do total de
células do tecido cerebral em, respectivamente, drosdfila, roedores e humanos
(Pfrieger & Barres, 1995). A glia € composta por diversos tipos celulares (50%
astrocitos, 40% oligodendrécitos, 5% ependimécitos e 5% microglia),
desempenhando as func¢des de suporte (estrutural, sanguineo e nutricional),
regeneracao (Gimenez & Ribotta et al., 2001), desenvolvimento neuronal no SNC
e apresentando capacidade de comunicacdo através das redes gliais (Kast,
2001).

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores derivados das
células da glia. Essas células se encontram ao redor dos neurdnios assim como
em meio aos ax0nios neuronais. A maior parte das células gliais em termos
guantitativos pode ser encontrada na substancia branca encefalica (Markman,
2007).

Os gliomas sé&o divididos em subgrupos baseados na morfologia
histoldgica e similaridade das suas células com células da glia diferenciadas.
Desta forma, sdo classificados, segundo a OMS, em: astrocitomas (derivados de
astrocitos ou dos seus precursores), oligodendrogliomas (derivados de
oligodendrdcitos ou dos seus precursores) e oligoastrocitomas (linhagem mista),
sendo estes, os trés maiores subgrupos. No entanto, existe outro subgrupo, os
ependimomas, (derivados de ependimdécitos ou dos seus precursores) que,
ocorrem com menor frequéncia (Figarella-Branger & Bouvier, 2005; Louis et al.,
2007) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo dos gliomas. A incidéncia e a faixa etaria mais prevalente sao descritas
consoante o subtipo glial. Adaptado de Louis et al., 2007.

Incidéncia
Tipo de Glioma Nomenclatura Grau (% de todos os Idade
tumores cerebrais)
Astrocitoma pilocitico | 5-6% <20
Astrocitoma difuso I 10-15% 30-40
Astrocitoma Astrocitoma anaplasico Il 10-15% 45-50
Glioblastoma multiforme v 12-15% 45-75
Oligodendroglioma Il 2.5% 40-45
Oligodendroglioma Oligodendroglioma anaplasico Il 1.2% 45-50
Oligoastrocitoma Il 1.8% 35-45
Oligoastrocitoma Oligoastrocitoma anaplasico Il 1% 40-45
Subependimoma | 0.7% 50-60
Ependimoma Ependimoma I 4.7% <16,30-40
Ependimoma anaplésico 1] 1% >16

1.3.1. TUMORES ASTROCITICOS

Gliomas astrociticos sdo tumores de origem neuroepitelial e representam
0 grupo mais comum de tumores do SNC, correspondendo em até dois tercos de
todos os tumores de origem glial, e diferem quanto a localizacdo, faixa etéria,
incidéncia quanto ao sexo, achados morfolégicos, potencial de crescimento e
invasao, curso clinico e progndstico (Cavenee et al., 1997; Louis et al., 2007). A
classificacdo da OMS dos tumores do SNC de 2007 reconhece um total de sete
entidades histolégicas distintas de neoplasias astrocitarias. Estes podem ser
grosseiramente divididos em dois grandes grupos: (1) o grupo mais comum de
tumores astrociticos difusamente infiltrativos compreende o astrocitoma difuso,
astrocitoma anaplasico e glioblastoma multiforme (GBM); (2) o grupo menos
comum de tumores astrociticos exibe um crescimento mais limitado, e inclue o
astrocitoma pilocitico, o xantoastrocitoma pleomorfico, e o0 astrocitoma
subependimario de células gigantes. Nessa classificacdo, gliomatose cerebral foi
adicionada ao grupo dos tumores astrociticos porgue ndo € mais considerado
como uma entidade distinta, mas como uma variante dos glioma astrocitarios de

crescimento difuso (Louis et al., 2007; von Deimling, 2009).
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1.3.2. OLIGODENDROGLIOMAS

Sao tumores que aparecem como massas bem definidas de cor rosa-
acinzentada. Casos com extensa degeneracdo mucoOide podem aparecer de
forma gelatinosa. Calcificacbes séo frequentes e podem transmitir uma textura
arenosa ao tumor. Zonas de degeneracdo cistica, bem como hemorragia
intratumoral, também podem ser vistas (Louis et al., 2007). S&o gliomas
difusamente infiltrativos de celularidade moderada, sendo compostos de células
monomorficas. As caracteristicas adicionais incluem microcalcificacdes,
degeneracdo mucoide/cistica e uma densa rede de ramificacbes capilares.
Presenca de atipia nuclear e mitoses ocasionais sdo compativeis com a

classificacéo de grau Il dessa neoplasia (Louis et al., 2007).

1.3.3. OLIGOASTROCITOMAS

Sao gliomas difusamente infiltrativos constituidos por uma mistura de dois
grupos distintos de células neoplasicas morfologicamente semelhantes as células
tumorais em oligodendrogliomas e astrocitoma difusos de grau Il. A aparéncia
macroscopica nao costuma permitir sua distincdo de outros gliomas de grau Il
Ocasionalmente h& diferencas regionais na cor e consisténcia refletindo areas
distintas de diferenciacdo celular (Louis et al., 2007). S&o neoplasias
moderadamente celulares sem ou com baixa atividade mitética.
Microcalcificacbes e degeneracdes microcisticas podem estar presentes, mas
necrose e proliferacdo microvascular estdo ausentes. Surgem preferencialmente
nos hemisférios cerebrais e ocasionalmente sdo encontrados no tronco cerebral,

mas a localizagc&o cerebelar € muito rara (Louis et al., 2007).

1.3.4. EPENDIMOMAS

Sao tumores gliais provenientes das superficies internas dos ventriculos e

medula espinal e representam 4,7% dos tumores primarios cerebrais. Apesar de
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certas caracteristicas histolégicas em comum, os ependimomas representam um
grupo heterogéneo de tumores cujo comportamento biologico € dependente de
variaveis histolégicas, moleculares e clinicas. Embora o desenvolvimento de
ependimomas geralmente seja atribuido a transformacdo neoplasica de células
ependimais, esses tumores exibem padrbfes de expressao génica que se
assemelham as das células da glia radial (Taylor et al., 2005), que d&o origem as
células ependimais durante o desenvolvimento normal (Spassky et al., 2005). De
acordo com a classificacdo da OMS, ependimomas e suas variantes
(ependimoma celular, ependimoma papilar, ependimoma de células claras e

ependimoma tanicitico) correspondem ao grau Il (Louis et al., 2007).

1.3.5. FATORES DE PROGNOSTICO E TRATAMENTO EM GLIOMAS

Os fatores de progndstico desfavoraveis mais claramente definidos em
doentes com gliomas sdo: idade avancada, parametros clinicos agressivos,
carateristicas histoldgicas associadas com o aumento da malignidade (grau do
tumor), pobre performance status de Karnofsky (KPS) (sistema de escore que
classifica os pacientes de acordo com o grau de suas inaptidées ou deficiéncias
funcionais, em uma escala de 0 a 100), indice de proliferacdo elevado e volume
tumoral (Ricard et al., 2012). Normalmente, os melhores progndsticos estéo
associados a doentes mais jovens, cujos tumores podem ser removidos e que
tém uma boa resposta a cirurgia (Nakamura et al., 2007).

Apesar do grande avanco no conhecimento destes tumores, as opcoes
terapéuticas disponiveis no tratamento de gliomas, (que incluem, em linhas
gerais, cirurgia, radioterapia e quimioterapia), ainda ndo sdo suficientemente
eficazes no controle da progressao da doenca e assim, o progndstico dos doentes
com gliomas continua a ser muito reservado (Maher et al., 2001). Devido a
complexidade dos gliomas, ha a necessidade de um estudo multidisciplinar para
integrar todas as informacdes e compreender melhor os mecanismos celulares e
genéticos que estdo envolvidos na biologia deste tipo de tumores (Maher et al.,
2001).
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Temos que ressaltar a importancia de um estudo multidisciplinar continuo,
no sentido de identificar biomarcadores de diagnostico, de progndstico e com
vista a criacdo de novas estratégias terapéuticas que sejam mais eficazes na
reducdo da mortalidade e morbilidade observadas nesta doenca. Para que tais
avancos ocorram € fundamental um acompanhamento do conhecimento, cada

vez mais profundo, da biologia e da fisiopatologia dos gliomas.

1.4. ALTERACOES GENETICAS NOS GLIOMAS

Como no cancer em geral, gliomas se desenvolvem como resultado de
alteracbes genéticas que se acumulam com a progressdao do tumor. O
conhecimento de alteracdes genéticas em diferentes tipos e grau de malignidade
dos gliomas aumentou bastante nos ultimos anos. Informacgdes citogenéticas e
moleculares sédo fundamentais para a identificacdo de genes-chave na
tumorigénese, concentrando-se em regides cromossdmicas especificas. Para
avaliar a relevancia dessas alteracfes genéticas em tumores do SNC, uma
avaliacdo cuidadosa dessas caracteristicas genéticas para cada tipo
histopatolégico desses tumores é necessaria (Kim et al., 2009; Gupta & Salunke,
2012).

Vérias alteracdes moleculares foram documentadas e relacionadas ao
processo de iniciacdo e progressdo dos gliomas. Em resumo, mutagdes no gene
TP53 foram descritas em mais da metade dos astrocitomas difusos grau Il. Além
disso, ganhos no brac¢o longo do cromossomo 7 também estavam presentes. Em
contraste, os tumores oligodendrogliais frequentemente mostram perdas
combinadas do braco curto do cromossomo 1 e do brago longo do cromossomo
19 (Riemenschneider et al., 2010; Bourne & Schiff, 2010, Gupta & Salunke, 2012).

Neoplasias oligoastrocitarias estdo geneticamente relacionadas com
tumores oligodendrogliais ou tumores astrociticos. Apenas recentemente,
mutacbes no gene que codifica a Isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), ou menos
frequentemente do gene IDH2, foram identificados na grande maioria dos gliomas

astrocitarios, oligodendrogliais e oligoastrocitarios grau Il e Ill (Balss et al., 2008;
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Yan et al., 2009), sugerindo um evento inicial comum nestes tipos de gliomas
histologicamente e biologicamente diversos.

Os astrocitomas anaplasicos (grau lll) muitas vezes carregam alteracdes
genéticas adicionais associadas a progressao, tais como perdas dos genes
supressores de tumor CDKN2A, CDKN2B e pl14ARF em 9p21 e delecdes nos
cromossomos 6, 11p, 22q, entre outros. Além disso, amplificacdo de CDK4 ou
CDKG6 e alteragdes que inativam RB1 foram detectadas em um subconjunto de
gliomas anaplasicos, principalmente astrocitomas anaplasicos (Riemenschneider
et al., 2010).

Ja os GBMs mostram complexas alteragcbes cromossémicas e genéticas
gue levam a inativacdo de genes supressores diferentes, bem como a ativacao de
proto-oncogenes (Bourne & Schiff, 2010). Em particular, os glioblastomas
primarios mostram amplificacdo frequente de EGFR e mutacdes no gene PTEN,
mas auséncia de mutacdo em IDH1, enquanto glioblastomas secundarios sao
caracterizadas por frequentes mutagdes nos genes TP53 e IDH1, mas auséncia
de amplificacdo do EGFR (Bourne & Schiff, 2010). As principais alteracdes
moleculares encontradas em gliomas astrocitarios, oligodendrogliais e

oligoastrociticos podem ser visualizadas na figura 2.
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Figura 2. Resumo das alteracdes moleculares mais frequentes em astrocitomas,

oligodendrogliomas e oligoastrocitomas. Adaptado de Bourne & Schiff, 2010.

1.4.1. ALTERACOES NO GENE TP53

O gene TP53 estéa localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1)
(Figura 3a) e codifica uma fosfoproteina nuclear de massa molecular de 51 a 53
kDa. O tamanho aproximado € de 20 kb, sendo composto por onze éxons, onde o
primeiro deles nao é codificante (Figura 3b). A sequéncia codificante contém cinco
dominios principais, cada um deles responséavel por fungdes especificas (Figura
3c) (Belyi et al., 2010; NCBI, 2014).
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Figura 3. (a) Localizagdo cromossdmica do gene TP53. (b) Distribuicdo e tamanho dos éxons. (c)
Representacéo dos principais dominios funcionais e estruturais da proteina. Fonte: (a) GeneCards
(http://www.genecards.org); (b,c) Adaptado de St. Jude Children’s Research Hospital
(http://lwww.stjude.org).

A proteina p53 contém 393 aminoéacidos (aa) em sua estrutura. O dominio
inicial (aa 1 a 62), ou amino terminal, € o dominio de transativacdo, no qual se
encontra o sitio de ligacdo a proteina MDM2. E seguido por um dominio rico em
residuos de prolina (aa 63 a 97), outro sitio de transativacao e pela regido central
da p53 (aminoacidos 102 a 292), que abriga o dominio de ligacdo ao DNA. O
dominio de ligacdo ao DNA é alvo de mais de 90% das mutacdes somaticas
encontradas nos tumores humanos esporadicos e das mutacdes germinativas. O
dominio final ou C-terminal da p53 possui varias sequéncias de localizacdo
nuclear (NLS), o dominio de oligomerizacao (aa 323 a 356), que € fundamental na
configuracdo espacial da proteina p53, responsavel pela multimerizacdo da
proteina, que se unira em tetrameros e o dominio de regulacédo (aa 363 a 393)
(Scoumanne et al., 2005; Belyi et al., 2010).

A p53 é uma proteina nuclear conhecida como a “guardia” do genoma.
Uma de suas funcbes é impedir a proliferacdo de células que sofreram alguma
alteracdo em seu material genético. Em condi¢fes fisiologicas esta proteina

apresenta uma meia vida relativamente curta (aproximadamente 20 minutos).
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Uma vez ativada, a p53 exerce seus efeitos a partir de dois mecanismos
principais: (a) controle transcricional a partir da ativagdo ou repressédo de genes
especificos, e (b) pela sua interacdo no funcionamento de outra proteina a partir
da formacdo de complexos. Mais de 50 genes foram descritos como envolvidos
em elementos de resposta a p53. Eles incluem reguladores de pontos de
checagem do ciclo celular em G1/S, G2 e durante a mitose. A ativacado de p53
resulta na parada do ciclo celular em G1 e/ou G2/M, que vai possibilitar o reparo
no ciclo celular, ou 0 encaminhamento da célula para apoptose (Figura 4) (Achatz,
2008).

A p53 inibe a proliferacao celular por ativar o gene que codifica a proteina
p21, um inibidor do complexo ciclina-proteina CDK. Quando a p21 é sintetizada
em resposta ao estresse celular, os complexos ciclina-CDK séo inativados, e a
célula é parada, impedindo a progressdo do estagio G1 para S da mitose
(Snustad & Simmons, 2012) (Figura 4). Durante esta paralisagdo, o DNA
danificado da célula pode ser reparado, garantindo assim, a integridade genética
da célula. As células sem p53 funcional tém dificuldade em aplicar este

mecanismo de inativagao (Snustad & Simmons, 2012).
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Figura 4. llustragdo esquematica das vias de acéo da proteina p53 (Achatz, 2008).
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Com base em estudos que examinaram toda a sequéncia codificante do
gene, aproximadamente 86% das mutacdes ocorrem entre os cdédons 125 e 300,
0 que corresponde principalmente ao dominio de ligacdo de DNA. A maioria das
mutacdes do gene TP53 sdo de sentido trocado (73,21%), de acordo com dados
obtidos da Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) em 2013. Entre
as substituicbes de base Unica, cerca de 25% séo transicbes G: C>A: T em sitios
CpG (IARC, 2013). Dinucleotideos CpG mutam a uma taxa 10 vezes mais
elevada do que outros nucleotideos, gerando transi¢cdoes. Cerca de 3 — 5% das
citosinas no genoma humano sdo metiladas na posicdo 5 por um mecanismo
pés-replicativo que é restrito a dinucleotideos CpG e é catalisada pela DNA
metiltransferases (Olivier et al., 2009).

A 5-metilcitosina (5mC) é menos estavel do que a citosina e sofre
desaminacao espontanea em timina, a uma taxa cinco vezes mais elevada do que
a base nao metilada. Este processo é acentuado por radicais livres de oxigénio e
nitrogénio, que geram um maior numero de transicées em CpG em tumores que
surgem a partir de precursores inflamatorios, tais como eséfago de Barrett ou
colite ulcerosa (Ambs et al., 1999; Vaninetti et al., 2008.) Entre os 22 sitios CpG
do dominio de ligacdo ao DNA, trés cédons hotspot (175, 248 e 273) representam
60% das mutacBes CpG e outros cinco residuos (196, 213, 245, 282, e 306)
representam 26% destas mutacdes. A falta de mutacdes em outros locais de CpG
reflete o fato de que a substituicdo destes residuos ndo gera uma proteina
disfuncional. Embora as mesmas mutacfes hotspot de CpG ocorram em muitos
tipos de canceres, outros tipos de mutacdes tendem a mostrar diferencas de um
cancer para o outro. Algumas destas diferencas estdo ligadas ao efeito de
mutagénicos especificos. Diferencas geograficas também foram relatadas em
relacdo com exposi¢cdes ambientais (Olivier et al., 2009).

As mutacdes no TP53 descritas nos gliomas sao principalmente mutacdes
de sentido trocado e ocorrem em dominios evolutivamente conservados nos
éxons 5, 7, e 8, que afeta os residuos que séo cruciais para a ligacdo da p53 ao
DNA (Maher et al., 2001; Faria et al., 2012). Uma analise em um nimero maior de
exons desse gene poderia identificar mutacdos que ainda ndo tenham sido

descritas em gliomas.
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Ha evidéncias crescentes do papel de mutacdes nesse gene na iniciacao,
recorréncia e progressao de gliomas de grau Il - IV (principalmente dos tumores
difusos), embora o seu papel nos gliomas de grau | permaneca controverso, uma
vez que raramente é encontrado nestes tumores (Christensen et al., 2010; Mellai
et al., 2012; Faria et al., 2012). No entanto, apesar dos avancos, o papel do
padrao diferencial de mutacdes especificas do TP53 na carcinogénese cerebral €

mal compreendida (Faria et al., 2012).

1.4.2. ALTERACOES NO GENE PTEN

O PTEN é um gene supressor que codifica uma proteina do tipo fosfatase
lipoprotéica, identificada em 1997, com papel significante no ciclo celular e
apoptose, além de aspectos relacionados a fisiologia da célula, incluindo
regulacdo de adeséo celular, migracdo e diferenciacao (Di Cristofano & Pandolfi,
2000).

PTEN, também ¢é conhecido como MMAC1l (“Mutated in Multiple
Advanced Cancers”) esta localizado no cromossomo 10 (10g23.3) (Figura 5a).
Este gene consiste em 9 éxons, e codifica uma proteina composta por 403
aminoacidos de ~47kDa, que apresenta funcdo de fosfatase de especificidade
dupla (Figura 5b)(Christiane et al., 2002). A estrutura dessa proteina apresenta
dois principais dominios funcionais: um dominio fosfatase e um dominio C2, uma
regido de afinidade lipidica responsavel pela unido de PTEN a membrana
plasmatica através de um mecanismo calcio-independente. Ha também trés
regides estruturais (um dominio de ligacdo a fosfatidilinositol-,4 ,5-bifosfato
(PIP2) - Dominio PBD, uma cauda C-terminal contendo sequéncias PEST (Pro,
Glu, Ser, Thr), seguida por um motivo de interacdo PDZ (Figura 5c) (Lee et al.,
1999; Song et al., 2012).
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Figura 5. (a) Localizagdo cromossdmica do gene PTEN. (b) Distribuicdo e tamanho dos éxons e
introns. (c) Representacdo dos principais dominios funcionais e estruturais da proteina PTEN.
Fonte: (a) GeneCards (http://www.genecards.org); (b), adaptado de Christiane et al., 2002; (c),
Song et al., 2012.

Estudos prévios mostraram que a PTEN ¢é uma fosfatase de
especificidade dupla que atua sobre substratos altamente acidos. Ela desfosforila
residuos de serina, treonina e tirosina fosforilados em substratos peptidicos in
vitro (Myers et al., 1997), substratos protéicos, como FAK, e fatores de iniciacao
traducional eucariéticos 2 (Mounir et al., 2009). Adicionalmente, a PTEN também
se auto-desfosforila pela sua atividade fosfatase (Raftopoulou et al., 2004). Logo
apos sua descoberta, foi demonstrado que esta proteina possuia também uma
potente atividade de fosfatase para o segundo mensageiro lipidico
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato  (PIP3), um produto lipidico da enzima
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), o que caracteriza sua importante funcéo de
supressora tumoral. A PTEN hidrolisa o fostato 3' de PIP3 para gerar PIP2, assim,
antagoniza diretamente a funcéo de PI3K por anulacao da ativacdo de eventos de
sinalizagcado mediados por PIP3, incluindo PDK1 e Akt / mTOR (alvo da rapamicina
em mamiferos) ( Zhang & Yu, 2010).


http://www.genecards.org/
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A PI3K-AKT é uma das principais vias de transducdo de sinal que
promovem o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular, além de contribuir
para a evasdo da apoptose, perda de controle do ciclo celular e instabilidade
gendmica durante a tumorigénese através de numerosos mecanismos (Manning
& Cantley, 2007). A presenca da PTEN mantém os niveis de PIP3 baixos,
enguanto que sua auséncia promove o aumento da concentracdo de PIP3 e da
sinalizacdo de PI3K/Akt, promovendo assim a progressao nao coordenada do
ciclo celular, migracéo celular e a viabilidade de metastase através da inibicdo de
varios estimulos apoptéticos (Di Cristofano & Pandolfi, 2000).

Os Receptores de Tirosina Cinase (RTK) ativados recrutam e ativam
PI3K, resultando em um aumento nos niveis de PIP3. Por sua vez, PIP3 recruta
muitas proteinas para a membrana através da ligacdo a seus dominios de
homologia da plecstrina (PH), incluindo a proteina AKT, fosfoinositideo 3-cinase
(PDK1) e a fosfatase PHLPPA. A AKT ligada a membrana é ativada atraves de
sua fosforilacdo por PDK1 e por mTORC2, e é inativada quando desfosforilada
por PHLPP. A AKT ativa pode fosforilar uma variedade de substratos, ativando ou
inibindo seus alvos, resultando assim no crescimento celular, sobrevivéncia e

proliferacéo por varios mecanismos (Figura 6) (Chalhoub & Suzanne, 2009).
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2009.
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Embora o dominio N-terminal seja responsavel pela atividade fisiolégica
da PTEN, aproximadamente 40% de todas as mutacdes tumorigénicas descritas
nesta proteina ocorrem no dominio C-terminal, sugerindo um importante papel
dessa regido na sua manutencao funcional (Georgescu et al., 2000, Waite et al.,
2002).

Alguns estudos demonstraram que a regido C-terminal engloba vérios
sitios de fosforilacdo (Ser-370, Ser380, Thr-382, Thr-383, e Ser-385) que séo
indispensaveis para a estabilidade dessa proteina (Miller et al., 2002; Birle et al.,
2002). Na verdade, a delecdo dessa regido e mutantes resistentes a fosforilagédo
séo conhecidos por se tornar bastante instaveis e sofrem degradacgéo rapida nas
células (Miller et al., 2002; Birle et al., 2002). Além disso, acredita-se que o motivo
de ligacdo PDZ é responsavel pelo recrutamento de proteinas PTEN para a
membrana plasméatica, onde encontra o substrato PIP3, através da ligacdo de
varias proteinas PDZ ancoradas a membrana (Takahashi et al., 2006). Portanto
produtos génicos de PTEN em que falta o dominio C2 e o motivo de ligacdo PDZ,
devido a mutacdes sem sentido e de mudanca de matriz de leitura na juncdo de
dominio C2 e cauda C, ndo sdo capazes de existir nas células como proteinas
estaveis e funcionais (Takahashi et al., 2006).

Estudos demonstraram que mutacbes no gene PTEN acompanham a
progressao dos tumores cerebrais e, em conjunto com a LOH, sdo identificadas
como o principal mecanismo de inativacdo do gene, principalmente em gliomas de
alto grau e outras entidades tumorais, como cancer de mama, prostata,
melanoma, entre outros (Wiencke et al., 2007). Relatou-se que mutacfes do
PTEN sdo mais frequentemente observados em glioblastomas, menos
comumente em astrocitomas anaplasicos, e raramente em gliomas de baixo grau
(Abdullah et al., 2006; Yang et al., 2010). E de acordo com dados do Catalogo de
Mutacdes Soméaticas em Cancer (COSMIC, 2013), a maioria das mutacfes

descritas neste gene séo de sentido trocado (36,72%).
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1.4.3. OS GENES IDH1 e IDH2

Pesquisadores descreveram gue 0s genes isocitrato desidrogenase 1 e 2
(IDH1 e IDH2) parecem estar envolvidos em processos metabdlicos importantes,
desempenhando papéis relevantes na biologia do cancer (Kang et al., 2009).
Assim, ha uma crescente necessidade de se aprofundar os conhecimentos sobre
a importancia das mutacdes que afetam estes genes, no nivel biolégico e
funcional, em pacientes que desenvolvem gliomas.

A lIsocitrato desidrogenase é uma enzima que esta incluida no ciclo do
acido citrico, cuja funcdo é catalisar a descarboxilacdo oxidativa do &cido
isocitrico (isocitrato), tendo como produto alfa-cetoglutarato e diéxido de carbono,
convertendo NAD* para sua forma reduzida: NADH (Hartmann et al., 2009).

Cinco genes que codificam as isocitrato desidrogenases humanas foram
identificados. O gene IDH1 (2933.3) codifica a isocitrato desidrogenase 1, uma
enzima dependente de NADP* que pode ser encontrada no citoplasma, no
reticulo endoplasmatico e nos peroxissomas (Geisbrecht & Gould, 1999). Esta
proteina forma um homodimero assimétrico (Xu et al.,, 2004) e tem uma
importante funcdo no controle celular de danos oxidativos, pois cataliza a
descarboxilagdo oxidativa de isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG), o que resulta na
producdo de NADPH reduzido (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) a partir
de NADP* (Ciclo de Krebs) (Geisbrecht & Gould, 1999) (Figura 7). Assim no
citoplasma, a-KG atua na degradacédo, dependente de oxigénio, da subunidade a
do factor indutor de hipoxia (HIF-1a) (Pollard & Ratcliffe, 2009). O IDH1
representa a maior fonte de producdo de NADPH citosolico, o qual € necesséario
para a regeneracdo de glutationa reduzida, que funciona como principal
antioxidante em células de mamifero (Lee et al., 2002).

A enzima IDH2 (cujo gene se localiza em 15g26.1) é também dependente
de NADP* e esta localizada na mitocéndria, tendo uma funcdo analoga a IDH1.
Esta enzima funciona como um homodimero, semelhante a IDH1. Estudos
recentes sugerem que a IDH2 pode ser a principal catalisadora para a oxidacao
de isocitrato a alfa-cetoglutarato do ciclo do acido citrico (Hartong et al., 2008). A

IDH3 por sua vez, € composta por trés subunidades codificadas pelos genes


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_do_%C3%A1cido_c%C3%ADtrico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_do_%C3%A1cido_c%C3%ADtrico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Descarboxila%C3%A7%C3%A3o_oxidativa&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_isoc%C3%ADtrico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_isoc%C3%ADtrico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfa-cetoglutarato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Di%C3%B3xido_de_carbono
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IDH3A (subunidade alfa) localizado em 15g25.1-g25.2, IDH3B (subunidade beta)
em 20p13 e IDH3G (subunidade gama) em Xqg28 (Hartmann et al., 2009). Estéo
exclusivamente localizados na mitocondria e a sua atividade enzimatica depende
de NAD+, desempenhando funcdes no ciclo de Krebs, como a producdo de
energia. Estas proteinas, porém, ndo tém sido associadas com o desenvolvimento
de gliomas (Ying, 2008).
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Figura 7 - Via de sinalizagéo das isocitrato desidrogenases 1 e 2. (a-KG, a-cetoglutarato; NADP,
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; HIF-1, fatorO indutor de hip6xia-1; NADPH, nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reduzida). Adaptado de Ohgaki & Kleihues, 2009.

Mutacbes no IDH1 foram inicialmente identificadas em 2008, em um
pequeno numero de glioblastomas que foram submetidos ao sequenciamento
completo do exoma (Parsons, 2008). Andlises posteriores feitas em varios tipos
de gliomas identificaram mutagcdes no IDH1, como por exemplo em em
astrocitomas grau Il e lll, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas e glioblastomas
secundarios (Gupta et al., 2011; Cohen et al., 2013; Dunn et al., 2013). Em
contraste com os gliomas difusos, mutagdes nos genes IDH sdo muito raras ou

ausentes em uma variedade de tumores grau | e Il do SNC tais como astrocitoma
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pilocitico, tumores de células gigantes subependimais, gangliogliomas tipicos,
ependimoma e xantoastrocitoma pleomorfico (Gupta et al., 2011).

Mais de 90% das mutacfes descritas nos genes isocitrato desidrogenase
afetam IDH1 (Yan et al., 2009) e quase todas sdo mutacdes de sentido trocado
que resultam na substituicdo do aminodcido arginina no residuo 132 (éxon 4),
dentro do sitio de ligacdo ao substrato da enzima (Balss et al., 2008; Parsons et
al., 2008). Aproximadamente 90% destas mutacdes resultam na substituicdo de
arginina por histidina (R132H), que resulta na reducéo da atividade enziméatica da
proteina IDH1 mutante quando comparada a proteina Wild-Type (Yan et al., 2009;
Hartmann et al., 2009). Outras muta¢des de IDH1 sdo muito menos comuns, e
praticamente todas afetam o mesmo residuo R132 (Gupta et al., 2012).

A presenca de uma mutacdo no gene IDH1 inibe a formacdo do
homodimero WT-WT (Wild-Type-Wild-Type) e conduz a formacdo do
heterodimero WT-R132H (Wild-Type-Argl32His, por exemplo) que reduz a
atividade enzimatica e, como consequéncia, os niveis citoplasmaticos de a-KG
sdo diminuidos (Zhao et al., 2009). Esta diminuicdo conduz ao aumento dos
niveis do fator de transcricdo HIF-1 existente no citoplasma e o heterodimero,
constituido por HIF-1a e HIF-1pB, é transportado para o nucleo para exercer a sua
funcdo (Pollard & Ratcliffe, 2009). Este € um importante fator para a adaptacéo
celular a baixos niveis de oxigénio e induz a expressao de genes envolvidos no
metabolismo da glicose, angiogénese, motilidade celular e invasédo, assim como,
genes envolvidos em vias de sinalizacdo, que sao criticos para o crescimento
tumoral, tais como: o transportador de glicose 1 (Glutl), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e fosfoglicerato cinase (PGK1) (Zhao et al., 2009).

As mutagdes no IDH2 sdo muito menos comuns em gliomas (Dunn et al.,
2013). Porém quando acontecem, também ocorrem principalmente no éxon 4 do
gene e afetam o residuo de arginina no sitio de ligacdo do substrato IDH2, R172.
Essas mutac¢bes pontuais resultam na substituicdo de arginina por lisina (R172K),
metionina (R172M), glicina (R172G) e triptofano (R172W). Quando presente, as
mutacdes IDH2 estdo frequentemente associadas com o fenétipo oligodendroglial
(Gupta et al., 2012; Dunn et al.,, 2013). Muta¢cbes em IDH3 ndo tém sido

relacionadas a processos neoplasicos (Reitman & Yan, 2010).
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Varios métodos foram utilizados para a deteccdo de mutacdes em IDH1
e/ou IDH2 em espécimes clinicas de gliomas, incluindo a analise de polimorfismo
conformacional de fita simples (SSCP), sequenciamento direto (Kang et al., 2009;
Labussiere et al., 2010; Paugh et al.,, 2010), pirosequenciamento e PCR em
tempo real (Hartmann et al., 2009; Horbinski et al., 2010). Anticorpos monoclonais
especificos recém-estabelecidos podem ser utilizados para andlise, por imuno-
histoquimica, de gliomas que apresentam a mutacdo R132H (Kato et al., 2009;
Capper et al., 2010). Testes para detectar mutagcdes em IDH1 ou IDH2, como
sequenciamento e imunohistoquimica, podem potencialmente ser incluidos em
um ambiente clinico e, assim melhorar a precisdo do diagndéstico, em especial,
nos casos em gue meétodos tradicionais sdo insuficientes para obtencdo de um
diagndstico efetivo (Capper et al., 2010; Horbinski et al., 2010).

As mutacBes do IDH aparentemente tém um papel importante em muitos
aspectos dos gliomas, incluindo gliomagénese, prognostico do paciente, e 0
desenvolvimento de estratégias terapéuticas. No entanto, a informacdo sobre as
mutacfes desse gene em gliomas, tais como a sua prevaléncia, relacdo a outras
alteracdes genéticas, e valor progndstico, ainda é limitado em muitas populacdes
(Mukasa et al., 2012), e mais estudos devem ser realizados no intuito de se obter
uma melhor compreenséo do papel dessas alteracbes na iniciacdo, progresséo e

outros aspectos dos diversos tipos histopatolégicos de gliomas.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a ocorréncia de mutacdes nos genes TP53, PTEN, IDH1 e IDH2
por meio de analises de PCR/SSCP seguidas de sequenciamento, comparando 0s
resultados obtidos entre tumores de diferentes graus de malignidade, coletados em

um hospital de referéncia em Belém — PA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar uma triagem de alteracdes nos éxons 4 - 11 do gene TP53, éxons 5 -
7 do gene PTEN e éxon 4 dos genes IDH1 e IDH2 utilizando como ferramenta
a técnica de PCR-SSCP;

2. Determinar a sequencia daquelas amostras que apresentarem padrdo de

migracao alterado no SSCP;

3. Identificar as mutagdes raras e/ou novas encontradas nessa amostragem;

4. Determinar a frequéncia das mutacdes identificadas na populacédo de estudo;

5. Avaliar a prevaléncia de alteracdes genéticas em diferentes variaveis, como

idade, tipo histolégico e gradacdo tumoral;

6. Correlacionar os resultados encontrados com possiveis vias de progressao

tumoral;

7. Comparar os dados obtidos com outros disponiveis na literatura.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. CASUISTICA

Este trabalho vincula-se a um projeto intitulado “Caracterizagao
Citogenética e Molecular de tumores do sistema nervoso humano na populagéo
paraense”, que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Centro de Ciéncias da Saude — UFPA (025/06 CEP-CCS/UFPA)
(Anexo 1). Os pacientes ou seus parentes mais proximos foram informados sobre
0 estudo a ser realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo,
solicitou-se a assinatura de um termo de livre consentimento (Anexo Il), conforme
rege a resolucdo 466/12, do Conselho Nacional de Saude, sobre aspectos éticos
envolvendo a pesquisa em seres humanos, autorizando suas participacdes e
possibilitando a coleta de material biolégico para pesquisa. Os pacientes
doadores da amostra ndo foram previamente submetidos a tratamentos de
radioterapia e/ou quimioterapia.

Foram obtidas 49 amostras de tecido tumoral (37 astrocitomas, 6
ependimomas, 4 oligoastrocitomas e 2 oligodendrogliomas) de pacientes
submetidos a cirurgia, no Servico de Neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola
(HOL) em Belém-PA entre os anos de 2006 a 2009. Ap6s a remocdo, 0S
fragmentos tumorais foram imediatamente colocados em meio de cultura RPMI,
contendo antibioticos e fungicidas, e transportados para o Laboratorio de Cultura
de Tecidos e Citogenética no Instituto Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua,
onde essas amostras foram processadas e armazenadas no freezer -86°C. O
diagnéstico histolégico e a classificacdo dos tumores, incluidos neste estudo,
foram efetuados de acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Saude
(Louis et al., 2007).
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3.2. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Primeiramente as amostras de tecidos tumorais estocadas no freezer -86°C
foram maceradas e posteriormente homogeneizadas em tampao de extracdo e
digeridas com proteinase K. Apds esta digestio o DNA foi extraido com
fenol/cloroférmio e precipitado com etanol. O DNA foi dissolvido com tampéo TE e
conservado em freezer (Sambrook et al., 1989).

Apoés a extracdo de DNA, procedeu-se a respectiva quantificacdo, sendo
que a razdo das absorvancias aos 260 nm e 280 nm, assim como a razao das
absorvancias aos 260 nm e 230 nm foram sempre analisadas para permitir avaliar
a gquantidade e qualidade do DNA extraido. A quantificacdo do DNA foi efetuada
no aparelho Nanodrop ND-2000 Spectrophotometer, versdo 1.4.1, utilizando o

software associado.

3.3. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

Na pesquisa foram estudados o0s seguintes genes: éxons 4 - 11 do TP53;
éxons 5-7 do PTEN; éxon 4 dos genes IDH1 e IDH2. Os primers de cada regido
investigada foram desenhados por meio de programas especializados: Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/); Blat (http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQblat.html); Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/); e AutoDimer vl1. As sequéncias dos pares de
primers e o tamanho dos segmentos a serem amplificados estdo descritos nas
tabelas 2, 3 e 4.

As reacdes de PCR foram padronizadas realizando-se uma desnaturacao
inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos por trés ciclos repetidos em torno de 35
vezes; desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento dos primers com
temperatura variavel (TA) e a extensao a 72°C por 50 segundos; ap0s o término
dos ciclos foi feita uma extensao final a 72°C por cerca de 8 minutos. O produto
da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% para se avaliar a

qualidade da reacéo.


http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQblat.html
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Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para o TP53.

m
do primer do éxon
(pb) (pb)

Exon 4 F-5 TTTCACCCATCTACAGTCCC 3’ 20 279 54
R- 5 CATTGAAGTCTCATGGAAGC 3’ 20

Exon 5 F-5 TTCACTTGTGCCCTGACTT 3’ 19 184 57
R- 5 AACCAGCCCTGTCCGTCTC & 19

Exon6 F-5 CAGGGCTGGTTGCCCAGGGTCCCCC 3 25 113 59
R — 5 ACTGACAACCACCCTTAACCCCTCC & 25

Exon 7 F-5 TGCTTGCCACAGGTCT & 16 110 54
R-5 ACAGCAGGCAGTGT & 14

Exon 8 F-5 CCACCGCTTCTTGTCCTGC 3’ 19 137 58
R-5 CCTACTGCCTCTTTGCTTC 3 19

Exon 9 F-5 AGGGTGCAGTTATGCCTCAG & 20 74 52
R- 5 ACTTGATAAGAGGTCC & 16

Exon 10 F- 5 CTGAGGCACAAGAATCAC & 18 107 59
R-5 TCCTATGGCTTTCCAACC 3 18

Exon 11 F -5 GGAAGGGTCAACATCTTTTACA 3’ 22 1289 59

R — 5 TAAAAAGGGAGAAGGAGGGG 3’ 20
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para o PTEN.

Regido Primer Tamanho Tamanho TA
do primer  do éxon
(pb) (pb)

Exon 5 F-5 ACCTGTTAAGTTTGTATGCAAC 3’ 22 239 51
R-5 TCTGTTTTCCAATAAATTCTC 3’ 21

Exon 6 F -5 CTACGACCCAGTTACCATAGCA 3 22 142 59
R -5 GGCTTCTTTAGCCCAATGAGTTG 3’ 23

Exon 7 F- 5 TGACAGTTTGACAGTTAAAGG 3’ 21 167 53
R -5 CTCCCAATGAAAGTAAAGTACA 3 22

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para os genes IDH1 e IDH2.

Regiéao Primer Tamanho Tamanho TA
do primer  do éxon
(pb) (pb)
IDH1 F - 5 CGGTCTTCAGAGAAGCCATT 3’ 20 292 59
R - 5 CACATACAAGTTGGAAATTTCTGG 3’ 24
IDH2 F - 5 AGCCCATCATCTGCAAAAAC 3’ 20 161 60
R - 5 TGTGGCCTTGTACTGCAGAG 3’ 20

3.4. POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE FITA SIMPLES (SSCP)

Depois de amplificados por PCR, os fragmentos de interesse foram
imersos em solugdo desnaturante e incubados a 95°C por 5 minutos para
desnaturacdo da dupla fita de DNA. Em seguida, foi induzido o choque térmico
por imersao em gelo nas amostras com intuito de estabilizar as bandas simples e

posterior aplicacdo em gel de poliacrilamida, com a finalidade de executar a
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técnica de Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP) (Hayashi, 1991;
Hayashi & Yandell, 1993). Para controle do padrédo de migracdo no gel de SSCP,
foram utilizadas amostras de individuos clinicamente saudaveis e sem historico de
cancer. As condicOes utilizadas para cada regido de interesse estdo descritas nas
tabelas 5,6 e 7.

Tabela 5: Condicfes de execucao do gel de SSCP para o gene TP53.

Exon Concentracao do Gel Voltagem Tempo
4 8% 240V 4h
5 8% 240V 4h30m
6 10% 200V 6h30m
7 8% 240V 5h30m
8 10% 100V 18h
9 8% 240V 4h30m
10 8% 240V 3h30m
11 8% 200V 2h30m

Tabela 6: Condic6es de execucao do gel de SSCP para o gene PTEN.

Exon Concentracao do Gel Voltagem Tempo
5 10% 230V 10h
6 10% 230V 10h
7 12% 220V 15h

Tabela 7: Condic8es de execucao do gel de SSCP para os genes IDH1 e IDH2.

Gene Concentracao do Gel Voltagem Tempo
IDH1 10% 220V 8h
IDH2 10% 220V 7h

3.5. SEQUENCIAMENTO DIRETO DO DNA
Apoés ser realizada a SSCP, as amostras que apresentaram alteracao

foram encaminhadas para realizacdo da técnica de sequenciamento direto,
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utilizando o principio da terminalizagcdo de cadeia descrito por Sanger et al.
(1977).

Todos os sequenciamentos foram baseados no ensaio laboratorial com o
kit Big Dye™ Terminator (v.3.1), que utiliza como enzima a AmpliTaqg® DNA
(Applied Biosystems, CA, USA). Os primers foram os mesmos empregados na
etapa da PCR. As amostras sequenciadas foram submetidas a eletroforese no
ABI 3500 Genetic Analyzer, (Applied Biosystems, CA, USA) do Instituto de
Estudos Costeiros (Braganca-PA), usando como polimero para migracdo dos
fragmentos o Pop 7 (Applied Biosystems, CA, USA). As sequéncias geradas
foram analisadas com o auxilio dos programas BioEdit (7.2.5) e Chromas Lite
(2.1.2).

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010 para o armazenamento das
informacdes na forma de bancos de dados, bem como para realizacdo da analise
estatistica descritiva das amostras, demonstrando os indicadores epidemiolégicos
na forma de frequéncias, percentuais, representacdes tabulares e graficas a partir
da investigacéo feita, tragcando assim o perfil do grupo pesquisado.

Foram aplicados testes estatisticos paramétricos (ANOVA um critério) e
nao-paramétricos (Exato de Fisher, Andlise de Variancia Q de Cochran), para
comparacao entre as médias e frequéncias respectivamente, dos escores de cada
grupo, observando possiveis diferencas estatisticas significantes. Adicionalmente,
também foram realizadas analises de Correlacdo de Spearman, para os dados
guantitativos, e Coeficiente de Contigéncia C, para os qualitativos, verificando
uma possivel existéncia de associagbes entre as varidveis estudadas nas
amostras. Em todos os testes, foi utilizado o software estatistico Bioestat 5.3, com
nivel de significancia 5% e poder do Teste de 80%, com a finalidade de garantir a

deteccéo das diferencgas estatisticamente significantes.
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4.1. ANALISE EPIDEMIOLOGICA
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Foram analisadas 49 amostras de gliomas de diversos graus

histopatologicos e diferentes idades, sendo 29 de pacientes do sexo masculino

(59,2%) e 20 do sexo feminino (40,8%). A média de idade no diagndstico foi de

37,7 anos, com desvio padrao de 23,6 e mediana de 42 anos, sendo que a idade

variou entre 1 e 79 anos (Tabela 8).

Tabela 8 — Classificacdo da amostra de acordo com os subtipos histolégicos, idade no diagnéstico
e razdo homens:mulheres.

Classificac&o (OMS) Numero de Idade média no Razéo
amostras diagnéstico (anos) homens/mulheres
Média + Desvio
padréo
Total 49 37,7+ 23,6 29:20
Astrocitoma (I-1V)
Astrocitoma pilocitico (I) 10,5+10,1 3:3
Astrocitoma  subependimario de 215+2,1 2.0
células gigantes (1)

Astrocitoma Pilomixoide (II) 3 1.0
Astrocitoma difuso (Il) 341+17,7 4:4
Astrocitoma Anaplasico (l11) 52+18,4 1.2
Glioblastoma (1V) 15 53,1+£19,2 10:5
Gliosarcoma (1V) 2 640 11

Oligodendroglioma (lI-111)

Oligodendroglioma (I1) 2 31+17 1:1
Oligoastrocitoma (ll-111)
Oligoastrocitoma (Il) 2 1:0
Oligoastrocitoma anapléasico (l11) 3 48,3+ 12,7 2:1
Ependimoma (lI-111)
Ependimoma (II) 574 1.2
Ependimoma anaplasico (l11) 53,7+8,5 2:1

Ao compararmos a distribuicdo de idade entre os diferentes graus de

malignidade, através da Andlise de Variancia (ANOVA: um critério) verificou-se
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diferencas relevantes aproximando os pacientes mais jovens dos tumores menos
agressivos, ao passo que se aumenta o grau de agressividade do tumor, a média
de idade acompanha esse aumento (Tabela 9). O aumento da incidéncia de
gliomas de alto grau conforme o aumento da idade, juntamente com a diminui¢ao
da incidéncia de gliomas de baixo grau sugere que a transformacdo maligna de
células gliais € um processo de vérias etapas com aquisicdo sequencial de
alteracdes genéticas conforme o aumento da idade (Louis et al., 2007).

Tabela 9: Comparacdo entre as médias de idade de acordo com o grau de malignidade por
ANOVA (um critério); Pés-teste: Teste de Tukey.

Gradacao tumoral Idade Média p-valor

| 13,3 Médias | e Il = p > 0.05
Médias | e lll=p < 0.01
Médias | e IV =p < 0.01

[l 23,8 Médias Il e lll = p < 0.01

Médias Il e IV=p<0.01
11 51,3 Médias lll e IV =p > 0.05
A\ 54,4 -

4.2. ANALISE DE MUTACOES NO GENE TP53

Foram analisadas 49 amostras de gliomas quanto a presenca de
alteracbes no TP53 por meio da técnica de SSCP, sendo que 6 (12,2%)
apresentaram padrédo diferenciado de migracéo no gel de poliacrilamida, conforme
descrito na tabela 10. O éxon mais alterado foi o 5, presente em 3 (6,1%)
amostras das 49 analisadas. Os experimentos em cada éxon estdo expostos na

figura 8.
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Tabela 10. Amostras alteradas para o gene TP53 apés triagem pela técnica de PCR-SSCP.

Amostra Histopatoldgico Grau Sexo Idade (anos) Exon
CSN1 Astrocitoma subependimario de células gigantes | M 23 11
CSN 14 Glioblastoma v F 68 5,10
CSN 31 Astrocitoma Anaplasico [ F 65 4,5
CSN 98 Astrocitoma difuso Il M 26 7
CSN 101  Glioblastoma v M 79 5
CSN 167  Astrocitoma difuso Il M 14 7

Figura 8. Imagem de gel de poliacrilamida representando os éxons 4 a 11 do gene TP53.
Observamos nas imagens A, B, D, G e H que algumas amostras apresentaram um padréo
diferenciado de migracéo na SSCP, representando os éxons 4, 5, 7, 10 e 11 respectivamente,
indicando assim a presenca de alteracBes nessas regifes, enquanto que a andlise das amostras
para os demais éxons revelou um padrdo monomoérfico de migracdo, como podemos ver nas
imagens C, E e F, que representam os éxons 6, 8 e 9 respectivamente.

Apenas o caso CSN31 (Astrocitoma anaplasico) foi sequenciado para os
éxons 4 e 5, devido a insuficiéncia de DNA e tecido das demais amostras que
apresentaram alteracdo no SSCP. Foram identificados o polimorfismo de G — C
no codon 72 (posi¢do 215 da regido codificante — éxon 4) que altera o aminoacido
Arginina para Prolina e uma mutacdo de C — T no cédon 153 (posicédo 458 da
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regido codificante — éxon 5) que altera o amino&cido Prolina para Leucina. As
amostras apresentaram o gendtipo em heterozigose, Arg/Pro (G/C) e Pro/Leu
(C/T) respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Alteracdes Nucleotidicas Identificadas no TP53. (A) Mudan¢a de G>C no cédon 72 do
éxon 4 (Arg/Pro) (B) Mudanca de C>T no c6don 153 do éxon 5(Leu/Pro).

Também foram avaliadas as associacdes entre a presenca de mutacao
no TP53 e a idade dos pacientes. Para tanto se utilizou a Correlacdo de
Spearman. A idade média dos pacientes que apresentaram mutacao foi superior a
dos pacientes que ndo apresentaram mutacdo. No entanto, os resultados obtidos
apresentaram p=0,1043, ou seja, ndo houve correlacdo entre presenca de
mutacéo e idade (Tabela 11).
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Tabela 11. Mutacéo do TP53 de acordo com a idade.

‘Mutagdo  Total Médiade  Desvio-Padrdo Mediana  p-valor
idade
Presente 6 45,83 27,88 45,50
Ausente 43 36,61 23,06 42.00 0,1043
Total 49 37,74 23,57 42,00

A figura 10 apresenta a prevaléncia da presenca de mutacdes no gene
TP53 por subtipo histologico dos gliomas. Foi realizada a Analise de Variancia Q
de Cochran, e se observaram diferencas estatisticamente significativas entre os
subtipos tumorais, uma vez que apenas 0 subgrupo dos astrocitomas apresentou

mutacdes (p=0,0016).
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Figura 10. Frequéncia de mutacdo no TP53 por subtipo tumoral.

Os graus Il e IV apresentaram a maior frequéncia de mutacdes do TP53
no estudo, uma vez que 33,3% (2/6) das alteracGes foram identificadas em cada
um deles, como mostra a figura 11. Uma possivel associagcao entre a presenca de
mutacdo e o grau de estadiamento tumoral foi avaliada através do teste

Coeficiente de Contigéncia C. Observou-se que ndo ha associacdo entre essas
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duas variaveis (p=0,9985). Uma vez que a comparacao entre a presenca de

mutacao e estadio nao demonstrou diferenca estatisticamente significante, nao foi

possivel construir um modelo para regressao logistica.
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Figura 11. Frequéncia de mutacédo no TP53 por estadiamento tumoral.

Na analise posterior, os tumores de baixo grau (graus | e Il) e os de alto

grau (graus lll e IV) foram agrupados e comparados entre si em relagcdo a

presenca de mutacdo (Figura 12). Para tal analise foi empregado o Teste Exato

de Fisher, que ndo demonstrou diferenca estatistica significante (p=0,6049) entre

as frequéncias de mutagdo no TP53 nos dois grupos.
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Figura 12. Frequéncia de mutacéo no TP53 por grupo tumoral.
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3.3. ANALISE DE MUTACOES NO GENE PTEN

Para a realizagdo da triagem de alteracdes genéticas no gene PTEN
foram analisadas 35 amostras de gliomas, sendo que apenas a amostra CSN11
(Astrocitoma pilocitico) apresentou padrédo diferenciado de migracdo no gel de
poliacrilamida (Figura 13). Essa amostra foi entdo sequenciada, identificando uma

mutacdo de T-> G no intron 4, na posi¢cdo 85344 do gene, ainda ndo descrita na

literatura (Figura 14).
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Figura 13. Imagem de gel de poliacrilamida representando os éxons 5, 6 e 7 do gene PTEN.
Observamos na imagem A que a amostra CSN11 apresentou um padréo diferenciado de migragéo
na SSCP, enquando que a analise das amostras para os éxons 6 e 7 revelou um padrédo
monomorfico de migracéo, como podemos ver nas imagens B e C.
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T/G

Figura 14. Alteracdes nucleotidicas identificadas no PTEN. Mudanca de T->G (heterozigoto) na
posicao 85344 da regido de intron.

Nas 35 amostras de gliomas, a frequéncia observada dos genétipos TT,
TG e GG foi de 0,971 (34/35), 0,029 (1/35) e 0,000 (0/35), respectivamente. A
frequéncia alélica observada de T foi 0,986, enquanto que de G foi 0,014.
Portanto, as frequéncias genotipicas e alélicas na analise do PTEN na populacao
de estudo, estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,9883). N&o foi possivel
avaliar a presenca de associacfes entre as variaveis do estudo e a presenca de
mutacBes devido a baixa prevaléncia de alteracdes genéticas em PTEN nessa

populacao.

4.4. ANALISE DE MUTACOES NOS GENES IDH1 E IDH2

Foram analisadas 34 amostras de gliomas quanto a presenca de
alteracdes nos genes IDH1 e IDH2 através da técnica de SSCP. Observou-se que
6 (17,6%) amostras apresentaram padrdo diferenciado de migracdo no gel de
poliacrilamida, conforme descreve a tabela 12. Todas as amostras se
apresentaram monomorficas na analise do IDH2. Os experimentos em cada gene

estdo expostos na figura 15.
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Tabela 12. Amostras alteradas para o gene IDH1 apds triagem pela técnica de PCR-SSCP.

“Amostra __ Histopatolégico  Grau Sexo Idade (anos) Exon
CSN 21 Oligoastrocitoma Anaplasico 1] M 42 Exon 4
CSN 31 Astrocitoma Anaplasico Il F 65 Exon 4
CSN 44 Astrocitoma Anaplasico Il M 60 Exon 4
CSN 88 Oligoastrocitoma Anaplasco 1] F 63 Exon 4
CSN 96 Oligodendroglioma I F 43 Exon 4
CSN 126  Astrocitoma difuso I F 34 Exon 4

CSN 31 CSN44

Figura 15. Imagem de gel de poliacrilamida representando os éxons 4 dos genes IDH1 e IDH2 .
As imagens A, B representam analises do éxon 4 do gene IDH1. Observa-se que algumas
amostras apresentaram um padrédo diferenciado de migracdo na SSCP, indicando assim a
presenca de alteragBes nessa regido, enquanto que a analise das amostras para éxon 4 do gene
IDH2 revelou um padrdo monomorfico de migracéo, como podemos ver na imagem C.

Todas as amostras que apresentaram um padrdo diferenciado de
migracdo no SSCP foram sequenciadas. Observou-se nas 6 amostras (100%)
uma mutacdo de G — A no cédon 132 (éxon 4) que altera o aminoacido Arginina
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para Histidina, descrita na literatura como R132H. Todas essas amostras
apresentaram o genoétipo em heterozigose, Arg/His (G/A) (Figura 16).
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Figura 16. Altera¢gbes nucleotidicas identificadas no IDH1. Mudanca de G>A no codon 132 do
éxon 4 (Arg/His).

Nas 34 amostras de gliomas, a frequéncia observada dos genoétipos GG
(Arg/Arg), GA (Arg/His) e AA (His/His) foi de 0,824 (28/34), 0,176 (6/34) e 0,000
(0/34), respectivamente. A frequéncia alélica observada de G foi 0,912, enquanto
qgue de C foi 0,088. Portanto, as frequéncias genotipicas e alélicas na analise do
IDH1 na populacdo de estudo, estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,9231).

Também foram avaliadas as associacfes entre a presenca da mutacdo
R132H e a idade dos pacientes. Para tanto se utilizou a Correlacdo de Spearman.
A idade média dos pacientes que apresentaram mutacdo foi superior a dos
pacientes que nao apresentaram mutacdo. No entanto, os resultados obtidos
apresentaram p=0,1316, ou seja, ndo houve correlacdo entre presenca de

mutacédo e idade (Tabela 13).
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Tabela 13. Mutacdo R132H de acordo com a idade.

Mutacdo R132H Total Idade Média Desvio-Padréo Mediana p-valor
Presente 6 51,17 13,08 51,50
Ausente 28 34,04 23,68 37,00 0,1316
Total 34 37,06 22,99 42,50

A figura 17 apresenta a prevaléncia da mutacdo R132H por subtipo
histoldgico dos gliomas. A Analise de Variancia Q de Cochran revelou que a
diferenca de prevaléncia da mutacao analisada entre os subtipos tumorais néo foi

estatisticamente significante (p=0,1116).
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Figura 17. Frequéncia da mutacéo R132H por subtipo tumoral.

O grau Il apresentou a maior frequéncia da mutagdo R132H no estudo,
correspondendo a 66,7% (4/6) dos casos que apresentaram mutacdo cada, como
mostra a figura 18. Uma possivel associacdo entre a presenga de mutacdo e o
grau de estadiamento tumoral foi avaliada através do teste Coeficiente de
Contigéncia C. No entanto, se observou que nao ha associacao entre presenca

de mutacdes e o grau de estadiamento (p=0,0748). Como a comparagado entre a
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presenca de mutacdo e estadio resultou em diferenca estatisticamente néo
significante, ndo foi possivel construir um modelo para regressao logistica.
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Figura 18. Frequéncia da mutacdo R132H por estadiamento.

Na analise posterior, 0os tumores de baixo grau (graus | e Il) e os de alto
grau (graus Il e IV) foram agrupados e comparados entre si em relagdo a
presenca de mutacao (Figura 19). Para tal analise foi realizado o Teste Exato de
Fisher e ndo foi observada diferenca estatistica significante (p=0,5180) entre as

frequéncias da mutacdo R132H nos dois grupos.

66,7%

70,0%

60,0%

50,0% 33,3%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%
Baixo Grau Alto Grau

Figura 19. Frequéncia da mutacdo R132H por grupo tumoral.
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5. DISCUSSAO
5.1. TP53

Os biomarcadores s@o importantes ferramentas oncolégicas utilizadas no
diagnostico, monitoramento de progressdo da doenca, determinacdo do
prognostico e na predicdo da resposta terapéutica (Schmitt et al., 2004; Ludwig &
Weinstein, 2005), que variam desde proteinas e antigenos especificos até perfis
genéticos, epigenéticos ou citogenéticos unicos. Um ponto em comum entre todos
0os biomarcadores € que eles devem prover informacdes especificas sobre a
progressao da doenca. Sua funcdo € de complementar e raramente substituir os
exames histopatologicos de tecidos que ainda sdo a base da patologia oncoldgica
tradicional (Yip et al., 2008).

O TP53 é o0 gene mais frequentemente mutado em tumores humanos.
Mutacbes nesse gene sao encontradas em quase todos os tipos de canceres,
com prevaléncia variando de 14 a 43%, dependendo do tipo tumoral (IARC,
2013). Estas mutacgOes resultam, na maioria dos casos, em perda funcional da
p53, 0 que resulta no crescimento celular em condi¢des que suprimem a
proliferacdo de células normais e prejudicam as atividades antiproliferativas de
drogas que danificam o DNA (Olivier & Taniere, 2010).

Algumas mutacdes no TP53 foram relacionadas com a gliomagénese ha
quase 20 anos devido ao aumento na incidéncia de gliomas (mais comumente
astrocitomas) observado em pacientes com a Sindroma de Li-Fraumeni, a qual é
causada por mutacdes nesse gene (Malkin et al., 1990; Srivastava et al., 1990).

A relacdo entre a presenca de mutacdo no TP53 e a carcinogénese
cerebral tem sido demonstrada em muitos estudos, uma vez que alteragbes
genéticas nesse gene podem inibir a capacidade da p53 de induzir uma parada
no ciclo celular, os mecanismos de reparo do DNA e a apoptose (Nozaki et al.,
1999; Nayak et al., 2004; Reifenberger & Collins). No entanto, em gliomas as
analises disponiveis sobre um padréo especifico de mutagdo associado com 0s
graus histolégicos da WHO ainda sdo escassas (Langergd et al., 2002 Nayak et
al., 2004, Riemenschneider et al, 2010).

Mutacbes no TP53 sdo mais comuns em jovens pacientes com glioma
(média de idade de 45 anos no diagnostico) (Ohgaki & Kleihues, 2009). Os
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resultados obtidos no presente estudo confirmam essa afirmacao, uma vez que
entre 0s pacientes que apresentaram mutacdes no TP53, a média de idade
apresentada foi de 45,8 anos. Além disso, a idade média dos individuos que
apresentaram mutacao foi superior a dos que nao apresentaram mutacao (36,6
anos), no entanto, ndo houve associacdo entre as variaveis mutacao e idade (p=
0,1043).

A maioria das alteragbes do gene TP53 sdo mutac¢des de sentido trocado
(73,21%), (IARC, 2013). Ja entre as substituicbes de base Unica, cerca de 25%
sdo transicbes G: C>A: T em sitios CpG (IARC, 2013). Como a maioria das
mutacfes do TP53 identificadas em tumores estédo presente na area que abrange
0s éxons 5-8 (90%), correspondendo principalmente ao dominio de ligacdo de
DNA, os estudos tém limitado a sua analise mutacional para esta por¢do do gene.
Isto tem causado algum viés na literatura, pois pode ser que existam mutacdes
fora dessa regido que alterem a atividade funcional da p53 e contribuam de
maneira significativa para a génese tumoral e ainda nédo tenham sido identificadas
(Robles & Harris, 2009).

Na tentativa de se evitar esse viés, em nossa analise aumentamos a
regido analisada, por isto, realizamos uma triagem de mutagcdes em uma regiao
gue englobou os éxons 4 ao 11 do TP53 em 49 amostras de gliomas. O éxon 5 foi
0 gue apresentou maior taxa de mutacao [6,1% (3/49)], seguido pelo éxon 7 [4,1%
(2/49)]. Os éxons 4, 10 e 11 apresentaram mutacdo em apenas 1 caso [2%
(1/49)]. Embora os resultados tenham mostrado baixa frequéncia de mutagdes
nos éxons estudados, notou-se uma maior prevaléncia de alteracdes nos éxons 5
e 7, que correspondem ao dominio de ligacdo de DNA da p53. Outros estudos
realizados em gliomas também demonstraram uma maior prevaléncia de
mutacdes entre os éxons 5-8, como Faria et al. (2012) que estudou uma série de
96 amostras de tumores astrociticos e identificou uma maior prevaléncia de
mutacdes no éxon 7 e 8 do gene, em 46,9% e 45.8% dos casos respectivamente.

Em gliomas esporadicos a via da p53 esta quase invariavelmente
alterada, seja por mutacbes de ponto ou perda cromossdmica, evento
frequentemente associado a progressdo da doenca (Furnari et al., 2009). H&

evidéncias crescentes do papel de mutacdes desse gene na iniciacdo, recorréncia
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e progressao de gliomas de grau Il - IV (principalmente dos tumores difusos),
embora o seu papel nos gliomas de grau | permaneca controverso, uma vez que
raramente € encontrado nestes tumores (Christensen et al., 2010; Mellai et al.,
2012; Faria et al., 2012). Anormalidades moleculares em outros genes na via,
como pldarf, MDM2 ou MDM4 também ja foram descritas (Bourne & Schiff,
2010).

O teste estatistico Analise de Variancia Q de Cochran foi realizado no
presente estudo com o objetivo de se comparar a prevaléncia de mutacdo no
gene TP53 nos diversos tipos histolégicos analisados. Assim, verificou-se uma
prevaléncia estatisticamente significativa pelos astrocitomas (p= 0,0016).

A incidéncia de mutacbes no TP53 em astrocitomas pilocitico é
controversa, sendo que muitos autores reportam baixa frequéncia de mutacfes
nesses tumores (Ishii et al., 1998; Cheng et al., 2000; Tada et al., 2003). Foram
analisadas 6 amostras de astrocitomas pilociticos nesse projeto, sendo que nao
foi identifica nenhuma mutacéao. Mellai et al. (2012) publicou dados semelhantes,
onde identificou mutacdo do TP53 em apenas 1 amostra de astrocitoma pilocitico
de 20 analisadas (5%). No entanto, Hayes et al. (1999), foram os primeiros a
identificar uma maior taxa de mutacdes no gene TP53 em uma analise de 20
astrocitomas pilocitico em criancas, onde 7 (35%) apresentaram mutacdo na
regido codificante do gene. Estes resultados sugerem que as mutacdes no TP53
também podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento destes
tumores. Futuros estudos deverdo esclarecer de modo definitivo o impacto de
mutacdes no gene TP53 em astrocitomas pilocitico grau | através de grandes
séries tumorais examinadas.

As mutag¢Bes no TP53 sdo uma marca genética de astrocitomas difusos
de baixo grau, onde > 60% desses tumores carregam mutacdes nesse gene
(Kleihues et al., 2000; Mellai et al., 2012), principalmente astrocitomas
gemistociticos que apresentam mutacfes em até 80% dos casos (Watanabe et
al., 1998; Okamoto et al., 2004). Na maioria dos casos, a mutacao no gene TP53
€ acompanhada por LOH em 17p, resultando na auséncia completa do gene
TP53 “selvagem”. Observou-se através da SSCP, que 2 dos 8 casos (25%)
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analisados de astrocitomas difuso apresentaram mutacées no TP53, uma taxa de
mutacéao inferior gquando comparada a literatura.

O gene TP53 é o mais frequentemente mutado na via da p53 em gliomas
difusos de baixo grau; no entando, anormalidades moleculares envolvendo outros
genes nesta via, como pl4ARF e MDM2 ou MDM4 também foram relatadas
(Bourne & Schiff, 2010). Nakamura et al. (2001) detectaram hipermetilacdo do
promotor de pl4ARF em 33% dos casos de astrocitomas difusos de baixo grau
analisados em seu estudo, e adicionalmente, sugeriram que metilacdo do
promotor de p14ARF é um evendo inicial no desenvolvimento desses tumores.

Os astrocitomas anaplasicos, do ponto de vista clinico, morfologico e
genético, representam um estagio intermediario na rota de progressao para GBM.
Eles apresentam alta taxa de mutagcéo no TP53 (40-70% dos casos), semelhante
aos astrocitomas difusos, e alta frequéncia de LOH 17p (Ichimura et al., 2004;
Faria et al., 2012). Em um estudo com quase 200 astrocitomas de graus II-1V,
72% dos astrocitomas anaplasico apresentaram alteracbes na via da p53
(Ichimura et al., 2000). Dos 3 casos de astrocitomas anaplasico analisados nesse
estudo, apenas 1 (33,3%) se mostrou alterado para o TP53, no entanto, essa taxa
inferior as documentadas na literatura pode ser justificada pelo baixo nimero
amostral desse tipo histolégico.

As mutacdes no TP53 também sdo consideradas como marcadores
genéticos de glioblastomas secundarios (observadas em mais de 65% dos casos
descritos), e em quase todos 0s casos, ja estdo presentes em lesbes
precursoras de baixo grau ou nos astrocitomas anaplasicos. Essas mutacdes
sdo significativamente menos frequentes (~25%) em glioblastomas primarios
(Louis et al., 2007). A distribuicao e tipo de mutacdo também diferem entre
glioblastomas primarios e secundarios: neste Ultimo caso, 57% das mutacdes
estdo localizadas nos dois codons hotspot 248 e 273; no primeiro, as
mutacdes sdo mais igualmente distribuidas entre os éxons, com apenas 17%
ocorrendo nos codons 248 e 273. Transi¢cbes G: C > AT em sitios CpG sé&o
significativamente mais frequente no glioblastoma secundario do que no
glioblastoma priméario, o0 que sugere diferentes mecanismos moleculares

subjacentes a aquisicdo de mutacdes do TP53 nestes subtipos (Louis et
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al., 2007). Os resultados obtidos em nossa andlise discordam dos apresentados
na literatura, uma vez que identificamos uma baixa taxa de mutacdo no TP53,
pois apenas 13,3% (2/15) dos GMB estudados apresentaram algum tipo de
alteracdo. No entanto, nossas amostras ndo foram classificadas dentro dos
subtipos de glioblastomas primario e secundario, o que poderia modificar esses
valores em cada subtipo.

Em contraste com os astrocitomas, mutacdes em TP53 sdo raras em
tumores oligodendrogliais (~10%) e mutuamente exclusivas para a delecéo
1p/19q, uma alteracdo caracteristica de oligodendrogliomas (~70%), engquanto
gue oligoastrocitomas apresentam mutacdes no TP53 (~40%) ou perda de 1p/19q
(~45%), indicando que oligoastrocitomas sao geneticamente monoclonais, e
possuem alteracdes genéticas semelhantes a astrocitomas ou oligodendrogliomas
(Okamoto et al., 2004; Jeuken et al., 2004; Kim et al., 2010). Mutacdes no gene
TP53 raramente sdo documentadas em tumores ependimais por analise
molecular (Gaspar et al., 2006; Biernat et al., 2007). Assim, os resultados obtidos
em nossa analise corroboram os dados da literatura, uma vez que nenhuma
alteracdo foi identificada nos oligodendrogliomas e tumores ependimais aqui
estudados.

Em nosso estudo os tumores de grau Il e IV apresentaram uma maior
frequéncia de mutacbes do TP53, os mesmos apresentando 33,3% (2/6) das
alteracdes identificadas. Porém, observou-se que ndo ha associacao significativa
entre presenca de mutacbes e o grau de estadiamento tumoral (p=0,9985),
mesmo quando os tumores foram agrupados em tumores de baixo grau e alto
grau (p= 0,6049). Assim, esses dados sugerem que a mutacdo do gene TP53
possa ser um evento precoce na progressdo dos astrocitomas, como afirmam
alguns autores (Louis et al., 2007; Furnari et al., 2009).

Apenas um caso de Astrocitoma anaplasico (CSN31) foi sequenciado
para os éxons 4 e 5, devido a insuficiéncia de DNA e tecido das demais amostras
que apresentaram alteracdo no SSCP. O sequenciamento revelou um
polimorfismo que resultou na mudanga de G — C na segunda base do cédon 72
(éxon 4), resultando em uma substituicdo do aminoacido Arginina para Prolina e

uma mutacdo do tipo transigdo que resultou na troca de C — T na segunda
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base do codon 153 (éxon 5) a qual altera o aminoacido Prolina para uma
Leucina. A amostra apresentou o genotipo em heterozigose, Arg/Pro (G/C) e
Pro/Leu (C/T) nos éxons 4 e 5 respectivamente. Este é o primeiro estudo que
identifica a mutacdo de C>T em amostras de gliomas (IARC, 2013; COSMIC,
2013).

O polimorfismo do cédon 72 resulta na presenca de arginina (Arg) ou
prolina (Pro) na sequéncia de aminoacidos da p53. Esta alteracdo envolve o
dominio de ligacdo ao DNA da p53 e afeta a estrutura primaria da proteina, que
resulta em diferencas funcionais entre os diferentes alelos (Parhar et al., 2005). O
alelo Arg tem maior capacidade de induzir apoptose do que a o alelo Pro devido
sua maior capacidade de translocar para as mitocondrias e libertar o citocromo C
no interior do citosol (Idbaih et al., 2007).

O alelo Pro esté associado com 0 aumento da atividade de transcricdo em
comparacdo com o alelo Arg porque se liga mais fortemente aos fatores de
transcricao TAFII32 e TAFII70 (Parhar et al., 2005). Assim este polimorfismo tem
sido associado com a susceptibilidade a varios tipos de cancer (Koushik et al.,
2004; Hu et al., 2005; Damin et al., 2006), mau prognéstico (Wegman et al., 2006;
Sousa et al., 2006) e inicio precoce (Jones et al., 2004). Além disso, ha
evidéncias de que este polimorfismo pode ser correlacionado com mutagdes
especificas de TP53, dependendo do tecido (Koushik et al., 2004; Wegman et al.,
2006). No entanto, estas associacdes tem sido pouco avaliadas em gliomas.

Faria et al. (2012) identificaram frequéncias semelhantes para o0s
gendtipos homozigotos (Pro / Pro 43/96, 44,8%; Arg / Arg 42/96, 43,8%) em uma
analise de 96 tumores astrociticos derivados de pacientes do nordeste do Brasil.
Gendtipos heterozigotos (Arg/Pro) foram encontrados em apenas 11,4% (11/96)
dos pacientes. Além disso, encontraram uma correlacdo estatisticamente
significativa entre o genoétipo Pro/Pro e a mutacdo TP53 P98T (éxon 4). Um
estudo realizado na Noruega (Langergd et al.,, 2002), envolvendo cancer de
mama e cancer colorretal identificou diferencas na relagdo entre os alelos
polimdrficos do cédon 72 e o estado mutacional de TP53, observando que o alelo
Arg estava relacionado com a ocorréncia de mutacdo somatica do TP53 no

cancer de mama.
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A amostra CSN31 apresentou o gendtipo Arg/Pro no codon 72.
Curiosamente, essa foi a Unica amostra que apresentou alteracdo em mais de um
éxon (éxon 4 e 5). No entanto, ndo foi possivel realizar analise da correlacao
entre a frequéncia dos alelos polimorficos do cédon 72 e o estado mutacional de
TP53 porque apenas o caso CSN31 foi sequenciado para essa regiao, uma vez
que foi o Unico que se apresentou heteromérfico no gel de poliacrilamida.

Recentemente, El Hallani et al. (2012) demonstraram que o0 genotipo
Pro/Pro é significativamente representado em pacientes jovens com GBM ( < 45
anos) ( 7 de 43 casos, 16,3% ) em comparacao com pacientes mais velhos ( > 45
anos ) (14 de 217, 6,5%) (p = 0,05), enquanto que n&o houve diferencas
significantes das frequéncias Arg/Arg e Arg/Pro entre os dois grupos . Estes
dados sugerem um efeito recessivo do alelo Pro na oncogénese do glioblastoma
em pacientes jovens. Este resultado corrobora relatorios anteriores que mostram
associagcdes consistentes entre o polimorfismo do cédon 72 com idade de inicio
no cancer oral, carcinomas de cabeca e pescoco, cancer colorretal hereditario
sem polipose e cancer de préstata ( Murphy 2006; Rogler et al, 2011).

Em um estudo em 2008, Zawlik et al. revelaram que o alelo Pro foi
significativamente associado com menor sobrevida em pacientes com
glioblastoma portadores de mutacdo em TP53 (Arg/Pro ou Pro/Pro) e entre

agueles tratados com cirurgia mais radioterapia (Arg/Pro).

5.2. PTEN

Mutacbes no PTEN sdo associadas a progressdao maligna de gliomas
astrociticos. Um estudo publicado em 1999 identificou mutaces de PTEN em
28% de glioblastomas, 7% de astrocitomas anaplasicos e 0% de gliomas de baixo
grau através do uso de eletroforese desnaturante em gel seguido do
sequenciamento (Zou, 1999). Estudos posteriores relataram que varios métodos
de deteccdo de mutacdo, incluindo andlise de LOH e sequenciamento direto,
confirmaram a presenca de mutacdes de PTEN em menos que 10% em

astrocitomas anaplasicos (Reifenberger & Collins, 2004; Yang et al., 2010 ), 15—
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40% em glioblastomas (sendo detectados quase que exclusivamente em
glioblastomas primarios e raramente em glioblastomas secundarios) (Tohma et
al., 1998; Dahia, 2000; Knobbe et al., 2002; Ohgaki et al., 2004; Yang et al., 2010)
e quase auséncia de mutacbes em gliomas de baixo grau (Rasheed et al., 2002;
Ohgaki et al., 2004; Abdullah et al., 2006).

De acordo com Ohgaki e colaboradores (2004), das 78 mutacdes
detectadas no PTEN em casos de glioblastomas, mutacdes sem sentido (13%) e
delecdes ou insercbes que originam codons de parada (32%) foram distribuidas
igualmente ao longo dos éxons, ao passo que 33% das mutagBes foram de
sentido trocado levando a mudancas de aminoacidos, preferencialmente
localizados nos éxons 1-6, isto €, na regido homodloga a tensina/auxilina e
fosfatase de especificidade dupla. Isso sugere que as células com PTEN
truncadas em qualquer local ou muta¢cdes de sentido errado em PTEN na regido
homologa a tensina / auxilina e fosfatase de especificidade dupla adquirem um
fenétipo transformado (Louis et al., 2007).

Andlises de expressdo da proteina PTEN realizada por western blot,
ensaios immunoblot e imunohistoquimica demonstraram uma relagdo inversa
entre a gradacdo tumoral e expressdao de PTEN em gliomas adultos (Fults &
Pedone, 2000; Ermorian RP et al., 2002). Estas observacfes levaram a maioria
dos investigadores a concluir que mutacfes genéticas em PTEN sdo eventos
tardios que ocorrem em um subconjunto de gliomas durante a evolugdo de
tumores de baixo grau para tumores de alto grau (Bourne & Schiff, 2010).

No presente estudo, apenas um caso de astrocitoma pilocitico (CSN11)
em um total de 15 amostras (6,7%) de gliomas de baixo grau analisadas
apresentou uma mutacéao, do tipo transversdo T-> G na posi¢cédo 85344 do intron 4
do gene PTEN, sendo que essa alteracdo ainda nao tinha sido descrita em banco
de dados. Nossos dados confirmam a baixa frequéncia de mutacdes nesses
tumores observada por varios autores (Rasheed et al., 2002; Ohgaki et al., 2004;
Abdullah et al., 2006).

Em contrapartida, ndo identificamos nenhuma alteracdo genética no
PTEN nas 20 amostras de gliomas de alto grau analisadas, contrastando com

dados da literatura que apontam sempre uma alta taxa de mutagdo desde gene
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nestes tipos tumorais (Reifenberger & Collins, 2004; Ohgaki et al., 2004; Yang et
al., 2010). Uma explicacdo para essa baixa prevaléncia mutacional observada
nesses tumores € que estudamos apenas o0s éxons 5, 6 e 7 desse gene,
engquanto que outros pesquisadores estudaram toda regido codificante do gene, 0
que permitiu a identificacdo de mutagbes em regides que néo fizeram parte desse
trabalho. A heterogeneidade dos subtipos tumorais e o tamanho amostral também
podem ter influenciado nesses resultados.

Além disso, outros eventos genéticos podem estar associados a
inativacdo da proteina PTEN e consequente participacdo no processo de
progressdo maligna dos gliomas. Judith et al. (2010) identificaram delecdo
heterozigota em 45,9% (152/331) casos de gliomas difusos enquanto que delecao
homozigota foi encontrada em 3,9% (13/331) dos casos estudados.

Embora mutacées do PTEN sejam raras em gliomas de baixo grau e
relativamente comum em glioblastomas, a metilacdo do promotor desse gene é
comum em gliomas de grau Il e bastante frequente em glioblastomas
secundarios. Mueller el al. (2012) observaram uma associacao inversa entre a
presenca de metilacdo do promotor do PTEN e a gradacdo tumoral. Metilacdo
estava presente em 35,29% dos astrocitomas pilociticos (6/17) e 86,7% dos
tumores de grau Il (6/7). Também foi observada em 33,3% dos tumores de alto
grau (Grau Ill 2/6; Grau IV, 3/9). Essas observacdes sugerem que metilacao
representa um mecanismo epigenético que resulta na inativacdo do PTEN e
desenvolvimento tumoral em gliomas que frequentemente ndo apresentam

mutac&o nesse gene, como o0s de baixo grau (Bourne & Schiff, 2010).

5.3. IDH1/2

A desregulacdo energético-celular € uma das caracteristicas do cancer
descritas por Hanahan e Weinberg (2011). Células tumorais malignas apresentam
0 metabolismo energético-celular alterado, como por exemplo, um aumento da
glicOlise aerdbica, que contribui para a tumorigénese e malignidade (Prensner &

Chinnaiyan, 2011). A inclusdo da desregulacdo energético-celular como uma
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caracteristica do cancer reflete o crescente reconhecimento da importancia deste
processo celular para a transformagao maligna (Israel, 2011).

Nos ultimos anos, pesquisadores descobriram que mutacdes genéticas
frequentemente ocorrem em enzimas-chave que regulam vias metabdlicas
importantes. Eles também tém demonstrado que a expressdo aberrante de
oncogenes e genes supressores de tumor altera a expressao e atividade de
transportadores de nutrientes e enzimas metabdlicas (Dang et al., 2009; Vander
et al., 2009). Os primeiros exemplos conhecidos de mutagcdes em genes que
codificam enzimas mitocondriais envolvidas no metabolismo incluem alteragbes
no fumarato hidratase e succinato desidrogenase em leiomiomatose hereditéaria,
carcinoma de células renais e paragangliomas (Frezza et al., 2011; Gill, 2012). As
primeiras mutacfes descobertas nos genes que codificam isocitrato
desidrogenases (incluindo IDH1 e IDH2) foram identificados no cancer de célon
(Sjoblom et al., 2006).

Em 2008, foi observado que os genes IDH1, e em menor grau IDH2,
encontram-se mutados em gliomas de baixo grau e em um subconjunto de
glioblastomas secundéarios (Parsons et al.,, 2008). Mutacfes nesses genes
também foram identificadas em outros tumores malignos, incluindo leucemia
mieldide aguda, carcinoma de células escamosas oral, cancer de préstata, cancer
de pulmdo de células ndo pequenas, encondroma e leucemia mieldide crbnica
(Tang et al., 2011; Sequist et al., 2011; Amary et al., 2011; Ghiam et al., 2012,
Borger et al., 2012 ). No entanto, as maiores frequéncias de mutacdes IDH sao
encontradas em gliomas e leucemia mieldide aguda (Yan et al., 2009; Shen et al.,
2011).

Observou-se que pacientes com gliomas que apresentam IDH1 mutado
sdo, em média, varios anos mais jovem do que aqueles com gliomas que ndo
apresentam mutacdo nesse gene (Paugh et al., 2010; Pollack et al., 2011).
Parsons et al., (2008) observaram que a idade média dos pacientes que
apresentaram IDH1 mutante foi de 33 anos, enquanto que no grupo de pacientes
com tumores IDH1 “selvagem” a idade média foi de 53 anos. Watanabe et al.
(2009) verificaram que os pacientes com astrocitomas difuso de baixo grau
portadores de mutacdes em IDH1 eram significativamente mais jovens (36,2 + 9,4
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anos) do que aqueles sem mutagdes (51,6 £ 19,6 anos, p = 0,0004), enquanto
que as médias de idade dos pacientes com oligodendroglioma que apresentara
IDH1 mutado e os que ndo apresentaram alteragéo n&o foram significativamente
diferentes (42,6 £ 12,3 anos vs 37,1 £ 13,1 anos, p = 0,307).

Os dados obtidos no presente estudo contrastam com esses autores, uma
vez que se observou que nos 6 pacientes que apresentaram o IDH1 mutado a
meédia de idade foi de 51,2 anos, superior a média observada entre os pacientes
gue ndo apresentaram mutacdo (34 anos), embora ndo tenha sido encontrada
associacao significativa entre as variaveis mutacdo e idade (p= 0, 1316). Uma
explicacédo para essa divergéncia pode ser o fato de que 3 entre os 6 pacientes
que apresentaram mutacdo tinham idade superior a 60 anos, o que elevou a
média da faixa etaria nesse grupo. Por outro lado, entre os pacientes que nao
apresentaram mutacdo, a amostragem foi composta por um ndimero substancial
de tumores que tipicamente ocorre em individuos jovens, como astrocitomas
pilocitico, difuso e ependimomas grau Il, o que reduziu a média de idade nesse
grupo.

Todas as mutacBes IDH1/2 descritas em bancos de dados sdao
heterozigotas de sentido trocado (Yan et al., 2009; Ichimura et al., 2009;
Hartmann et al., 2009). Quase todas as mutacdes de IDH1 em gliomas ocorrem
no éxon 4 do gene, mais especificamente no cédon 132 que codifica arginina
(R132H), com uma rara excecdo na qual a arginina do cédon 100 é substituida
por glutamina (R100Q) (Pusch et al., 2011). Aproximadamente 90 % de todas as
mutacdes de IDH1 sao transicdo de G - A no segundo nucleotideo do cédon 132
(c.395G>A) , resultando na substituicdo de arginina por histidina (R132H) . Outros
tipos raros de mutacdo em IDHL1 incluem a substituicdo de arginina por cisteina
(R132C), serina (R132S), glicina (R132G), ou leucina (R132L) (Yan et al., 2009;
Ichimura et al., 2009; Hartmann et al., 2010).

Observou-se que 17,6% (6/34) das amostras apresentaram mutagao no
gene IDH1, e a analise por sequenciamento revelou que em 100% dos casos a
mutacdo G > A no coédon 132 (éxon 4) estava presente, sendo que todas
essas alteracOes se apresentaram em heterozigose, confirmando assim os dados

discutidos acima.
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As mutacoes de IDH2 em gliomas sdo muito menos comuns do que as de
IDH1 e invariavelmente afetam arginina no coédon 172 do éxon 4 desse gene
(R172) no sitio de ligacdo ao substrato da enzima IDH2. Mutacdes pontuais
resultam na substituicdo de arginina por lisina (R172K), metionina (R172M),
glicina (R172G), ou triptofano (R172W)( Yen et al., 2010; Capper et al., 2010).
Estes dados estdo em contraste com 0 que se observa em pacientes com
leucemia mieldide aguda, em que as muta¢ges IDH2, incluindo aquelas presentes
no cédon 140 que codifica arginina (por exemplo, R140Q), sdo mais comuns do
gue as mutacdes de IDH1 (Yen et al., 2010).

Mutacbes IDH1 e IDH2 sdo mutuamente exclusivas em gliomas,
sugerindo que as consequéncias das mutacfes nesses dois genes podem ser
equivalentes (Ichimura, 2012). Isto sugere que as taxas de mutacdes de IDH1 e
IDH2 podem variar com o tipo de tumor. Além disso, aparentemente funcionam
em diferentes compartimentos celulares (Krell et al., 2011). Portanto, a mutacao
destes dois genes podem afetar diferentes caminhos celulares e exercer funcao
tumorigénica diferentes. Mais estudos S80 necessarios para uma compreensao
mais aprofundada nesse aspecto.

O teste estatistico Analise de Variancia Q de Cochran foi realizado com o
objetivo de se comparar a prevaléncia da mutacdo R132H nos diversos tipos
histol6gicos estudados, mas ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os diferentes tipos histologicos (p=0,1116).

Em nossa amostragem, verificou-se que: 33,3% (1/3) dos astrocitomas
difuso grau Il; 66,6% (2/3) dos astrocitomas anaplasico grau Ill; 50% (1/2)
oligodendrogliomas grau II; e 66,6% (2/3) dos oligoastrocitomas anaplasicos grau
[l apresentaram IDH1 mutado. Portanto, os tumores de grau Il apresentaram a
maior frequéncia da mutacdo R132H, uma vez que 66,7% (4/6) das alteracdes
foram identificadas nesse grupo. Porém, observou-se que ndo ha associacao
significativa entre presenca de mutacbes e o grau de estadiamento (0, 0748),
sugerindo que mutacdes no gene IDH1, assim como no TP53, representam um
evento precoce na progressao dos gliomas. Possivelmente, estes tumores podem
acumular mutacdes e progredir para tumores de grau mais elevado e por isso, a

identificacdo de alteragBes moleculares em um estédgio precoce da doenca pode
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ser util do ponto de vista clinico para o0 acompanhamento destes individuos e
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes, o que reflete na
melhora do progndstico desses pacientes.

Dados resumidos de uma série de estudos mostram que apenas cerca de
5,6% de glioblastomas primarios apresentam mutacées em IDH1 enquanto que
aproximadamente 76% dos glioblastomas secundarios sdo portadores de
mutacbes nesse gene (Dunn et al., 2013). Em contraste com o glioblastoma
primério, tumores de baixo grau tém uma alta incidéncia de mutagbes no IDH1;
este gene é encontrado mutado em 76% dos astrocitomas difusos grau Il e 62%
dos astrocitomas anaplasicos grau lll, aproximadamente 80% dos
oligodendrogliomas grau Il e 70% dos oligodendrogliomas grau Ill, e
aproximadamente 80% dos casos de oligoastrocitoma grau Il e quase 70% dos
oligoastrocitomas grau Il (Dunn et al., 2013).

Pode-se observar assim que resultados obtidos se assemelham com os
relatados na literatura, com excecéo da frequéncia de mutacdes encontrada nos
astrocitomas difusos, GBM e oligodendrogliomas grau Il. No entanto essa
discrepancia pode ser justificada pelo baixo nimero amostral desses subtipos
tumorais utilizados nesse estudo e pelo fato de que néo foi possivel diferenciar as
amostras de GBM entre os subtipos primério e secundario, o que pode justificar a
auséncia de mutacdo, uma vez que a frequéncia de mutacdo no IDH1 varia
significativamente entre esses 2 subtipos.

Em contraste com os gliomas difusos, outros tumores, como astrocitoma
pilocitico, astrocitoma subependimal de células gigantes, xantoastrocitoma
pleomorfico e ependimoma apresentam poucos ou nenhuma mutacdo em IDH1
(Takano et al., 2011; Horbinski et al., 2011; Solis et al., 2011; Byeon et al., 2012),
como pode ser confirmado no presente trabalho, visto que ndo se identificou
mutacdo de IDH1 nos casos de astrocitomas pilocitico e ependimomas
analisados.

Testes para avaliar o estado mutacional de IDH1 podem ser usados como
uma importante ferramenta diagnostica. E Gtil na diferenciacdo de astrocitoma
difuso e astrocitoma pilocitico (Korshunov et al.,, 2009; Capper et al., 2010),

astrocitoma anaplasico e GBM (Capper et al., 2010), GBM priméario e secundario,
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(Nobusawa et al., 2009; Capper et al.,, 2010) e astrocitomas de ependimomas
(Capper et al., 2010).

Somadas a alta incidéncia de mutagdes no gene IDH1 em gliomas de
baixo grau e glioblastoma secundario, e a baixa incidéncia dessas muta¢des no
glioblastoma primario, parece plausivel que glioblastomas primarios com mutacéo
nesse gene possam de fato representar tumores secundarios diagnosticados
erroneamente, decorrentes de gliomas de baixo grau anteriormente nao
diagnosticados, portanto, sugerindo que glioblastoma primario deve ser
considerado separadamente como uma doenca que apresenta IDH1 “selvagem”
(Dunn et al., 2013).

Recentemente, foram realizados estudos em larga escala para identificar
as principais alteracdes genéticas e epigenéticas e definir importantes subtipos
moleculares nos GBM (Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Publicacdes do
Cancer Genome Atlas identificaram quatro subgrupos de GBM com base em
padrées dominantes de expressdo génica, que foram definidos como proneural,
neural, mesenquimal e classico (Verhaak et al., 2010). Aberracfes e expressao
génica de EGFR, NF1l, e PDGFRA/IDH1 definem os subtipos classicos,
mesenquimais e proneural, respectivamente. GBMs secundarios sao
praticamente sempre do subtipo proneural, enquanto GBMs primarios podem ser
qualquer um dos subtipos. Mutacdes no gene IDH1 estdo intimamente ligadas
com o fenotipo proneural. Curiosamente, 11 de 12 mutac¢des no gene IDH1 foram
encontradas nesta classe (p <0,01, teste exato de Fisher) (Verhaak et al., 2010).

Considerando que, tumores com auséncia de mutacao no cédon 132 do
éxon 4, do gene IDH1, poderiam conter muta¢cdes no codon 172 do éxon 4,
do gene IDH2 , analisamos as 34 amostras de gliomas também para o IDH2
por SSCP, mas nenhuma mutacdo foi identificada. Nossos resultados
corroboram os dados obtidos por outros pesquisadores (Yan et al.,, 2009;
Hartmann et al., 2009; Hartmann et al., 2010; Yao et al., 2013).

Por exemplo, em uma série de estudos onde foram analisados 360
glioblastomas priméarios em busca de alteracdes no gene IDH2, apenas 1 caso
apresentou mutacdo e de 13 glioblastomas secundarios nenhum apresentou

mutacdo (Yan et al., 2009; Hartmann et al., 2010). Observou-se também que
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menos de 2% dos astrocitomas de grau Il e lll apresentam mutacfes em IDH2, e
nao mais do que 6% dos oligodendrogliomas e oligoastrocitomas apresentam
mutacdes em IDH2 (Balss et al., 2008; Yan et al., 2009). Assim, os resultados
obtidos neste estudo, associados com os dados descritos na literatura nos
permitem comprovar que mutacdes no codon 172, do gene IDH2 séo, de fato,
muito raras em relacdo as que ocorrem no codon 132, do gene IDH1 em gliomas.

Mutacbes nos genes IDH1/2 estdo associadas a outras alteragbes
genéticas que ocorrem com frequéncia em gliomas (Gorovets et al., 2012). Dados
da literatura mostram que mutacdes no TP53 e IDH1/2 ocorrem frequentemente
juntas em tumores de origem astrocitaria, enquanto que as mutacdes nos genes
IDH1/2 e delegbes 1p/19q frequentemente ocorrem simultaneamente em tumores
de origem oligodendroglial (Watanabe et al., 2009; Yip et al., 2012; Jiao et al.,
2012; Figarella-Branger et al., 2012). Estas co-ocorréncias especificas para tipos
histolégicos indicam que mutacbes nos genes IDH, principalmente IDH1, sdo
alteracdes genéticas frequentes e precoces no desenvolvimento dos astrocitomas
e oligodendrogliomas (Lass et al., 2012).

Watanabe et al. (2009) analisaram multiplas bidépsias do mesmo paciente
(51 casos) e relatou que a maioria das amostras apresentou mutacdo de IDH1
juntamente com TP53 mutante (63% dos astrocitomas difusos de baixo grau
analisados) ou perda de heterozigose de 1p/19q (64% dos oligodendrogliomas
analisados), observando também que mutacfes no gene IDH1 sempre precediam
a aquisicdo de mutacdes no TP53 ou delecdo de 1p/19q. Figarella-Branger et al
(2012) analisaram mutacbes em IDH1, TP53 e delecdo de 1p/19q em 88
amostras de gliomas de baixo grau e observou que a presenca de TP53 mutado e
delecdo de 1p/19q foram sempre associadas a mutacdo em IDH1. Essas
constatacfes levaram a hipbétese de que mutacdes em IDH ocorrem antes de
outros eventos genéticos na gliomagénese.

Embora comumente vista com alteragbes associadas com gliomas de
baixo grau, mutagcbes em IDH raramente sdo observadas com alteragbes
genéticas presentes em alta frequéncia em GBMs primarios, como anormalidades

genéticas nos genes PTEN e EGFR, apoiando a ideia de que muta¢des no gene
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IDH ndo séo essenciais para a iniciacdo do tumor nestes subtipos de GBMs
(Watanabe et al., 2009).

Assim, parece haver trés vias nas quais essas alteracfes discutidas
acima levam ao desenvolvimento de gliomas. Uma via tem inicio através de
mutacdo no gene IDH seguida por mutacdo no TP53, 0 que resulta nos tumores
de linhagem astrocitaria (Cohen et al., 2013). Esses gliomas inicialmente sao
astrocitomas de grau 2 e, presumivelmente, em seguida, adquirem outras
alteracdes genéticas que resultam na progressao para tumores de alto grau. Entre
os 3 casos de astrocitomas desse estudo que apresentaram mutacdo no IDH1, 1
paciente com astrocitoma anaplasico grau Il (CSN31) também apresentou
alteracdo no gene TP53, sugerindo assim que essas mutacdes concomitantes
podem ser comuns nos tumores de linhagem astrocitaria.

Outra via comeca com mutacdo em IDH seguida pela perda de 1p/19q.
Estas alteragbes resultam no desenvolvimento de oligodendrogliomas de grau ll,
gue podem adquirir outras alteracdes genéticas para se tornar oligodendrogliomas
anaplasicos. Oligoastrocitomas apresentam tanto as alteracdes IDH-TP53 como
IDH-1p/19q (Ichimura, 2012; Cohen et al., 2013).

A terceira via inclui os gliomas que ndo apresentam mutacdo nos genes
IDH. Estes gliomas parecem adquirir rapidamente multiplas alteracbes genéticas
complexas, incluindo amplificacdo ou mutacédo do EGFR e dele¢céo do gene PTEN
, levando a formacao dos GBM primérios (Cohen et al., 2013).

Embora nossa compreensédo sobre as mutacfes presentes no gene IDH e
sua biologia tenha aumentado significativamente nos ultimos anos, fica evidente a
necessidade de uma maior investigacdo para que se possa determinar estratégias
terapéuticas ideais para subgrupos de pacientes com gliomas que apresentam
IDH mutado.
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6. CONCLUSOES

e Os gliomas menos agressivos acometem 0S pacientes mais jovens, ao
passo que se aumenta o0 grau de agressividade do tumor, a média de

idade acompanha esse aumento.

e A quase total auséncia de mutacbes no gene PTEN nas amostras de
gliomas estudadas sugere que mutacfes nesse gene nao foram
fundamentais na génese e/ou progressdo dos tumores analisados no

presente estudo.

e Maior ocorréncia de mutacbes no dominio de ligacdo ao DNA da p53,

principalmente na regido dos éxons 5 e 7 do TP53.

e Observou-se que 100% das alteracdes encontradas no IDH1 foram
transicbes G — A no cdédon 132 do éxon 4 desse gene, ocasionando
uma mutacdo de sentido trocado (R132H). Todas estas mutagcbes se
apresentaram em heterozigose. No entanto, nenhuma amostra apresentou
mutac&o no gene IDH2, confirmando assim que mutacdes nesse gene sao

menos frequente em gliomas quando comparado a mutacdes no IDH1.

¢ Nao houve associacdo estatistica entre a presenca de mutacdes TP53 e
IDH1 e as variaveis idade e gradacao tumoral. No entanto, identificou-se
uma prevaléncia significativa de alteracfes do TP53 no subtipo tumoral dos

astrocitomas.

e A deteccdo de mutacbes simultaneas nos genes TP53 e IDH1 sugere a
ocorréncia concomitante de alteracbes desses genes na via de

desenvolvimento dos tumores astrociticos.
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e Nao houve diferenca estatisticamente significante na prevaléncia de
mutacdes nos genes TP53 e IDH1 entre os tumores de baixo e alto grau,
sugerindo-se assim que essas mutacfes Sao eventos precoces na

progresséo dos gliomas.
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ANEXO |

Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO CCS/UFPA
A: Prof. NILSON PRAIA ANSELMO

Carta: 025/06 CEP-CCS/UFPA

Senhor Pesquisador temos a satisfagdo de informar que seu projeto de
pesguisa: “Caractenzaglio Citogenética e Molecular de Tumores do Sistema Nenvoso
Humano na Populagido Paraense", protocolo n®: 029/06 CEP-CCS/UFPA, foi apreciado
e aprovado parecer Ad-referedum, em 30 de margo de 2006. Vocé tem como
compromisso a entrega do relatério até o dia 30 de Dezembro de 2006 no CEP-
CCS/UFPA situado no Campus universitirio do Guama no Complexo de sala de aula do

CCS —sala 13 (Altos), (em frente ao estacionamento do Curso de Odontologia).

Atencicsamente,

A .
Prof. M. Sc.\Wa e\(&lmund Aradjo dos Santos
rdenador do CEP-CCS

=

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do Pard (CEP-
CCS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula’ CCS — Sala 14 - Campus Universitario, n® 01, Guama - CEP:
66075-110 - Belém-Pard. Tel./Fax. 3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR FRANCISCO MAURO SALZANO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Obrigatdrio para Pesquisa Clinica em Seres Humanos - Resolucao n° 466 de 12.12.2012 - CNS)

|. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO.......ccccooiiiiiiinnine, NASCIMENTO: [/ [
ENDERECO: ... NO.iiie
COMPLEMENTO. ..ot CEP..oveeiiie
CIDADE........coi s UF. . TEL.oiiiie

1. DADOS SOBRE O ESTUDO
TITULO: "ANALISE DE ALTERACOES GENICAS E CROMOSSOMICAS EM TUMORES DE SISTEMA

NERVOSO HUMANO".

PESQUISADORES PRINCIPAIS: Prof. Dr. Nilson Praia Anselmo (coordenador); Prof. Dr.
Edivaldo Herculano C. de Oliveira

Il. EXPLICAQOES DO PESQUISADOR AO (A) PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL
As neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) afetam uma em cada 10.000 pessoas em

todo mundo, sendo que destes cerca de 24 mil tumores sdo primarios do SNC, e um numero igual
de tumores metastaticos sdo diagnosticados nos EUA anualmente, admitindo-se uma populagdo
de 300 milhdes de habitantes. Esta doenga corresponde a cerca de 3% de todos os tipos de cancer
na populagdo brasileira e 3,3% na populagao paraense, sendo que apesar de ndo representar uma
das mais freqlientes, sem dividas é uma das principais causas de morbi-mortalidade O Instituto
Evandro Chagas estd desenvolvendo uma pesquisa que permitird conhecer melhor os
mecanismos que ocasionam o desenvolvimento de tumores de sistema nervoso central, através
da identificacdo das alteracGes genéticas (cromossomos e genes) associadas ao quadro clinico do

paciente e exame histopatoldgico. Estes estudos sdo realizados em pequenos fragmentos de
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tecido removido por pungdo/cirurgia e oferecem novas possibilidades de diagndstico. A obtengéo
do fragmento de tecidos tumorais para pesquisa nao implicard em riscos adicionais no seu
tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de
material bioldgico sera identificado no laboratério por um cédigo formado por niumeros e letras,
preservando sua privacidade e identidade. A eventual inclusdao dos resultados em publicacdo
cientifica sera feita de modo a garantir o anonimato do paciente. E necessario esclarecé-lo (a) que
ndao existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. Se vocé nao concordar em doar o material para pesquisa, sua decisdo
nao influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento. Todos os resultados
serdo encaminhados aos responsaveis pelos participantes do estudo, assim como sera assegurado
o sigilo de todas as informagdes coletadas. E importante informar que as amostras poderdo
permanecer na Instituicdo para realizacdo de estudos futuros que possam beneficiar a
comunidade em geral. Este projeto tem como coordenador o pesquisador Nilson Praia Anselmo,

Doutor em Genética, fones: 3201-7585.

Iv. AFIRMACOES DO PARTICIPANTE DA PESQUISA
6. Fui esclarecida sobre os objetivos da pesquisa, os procedimentos, riscos, beneficios e outros
assuntos? SIM NAO
7. Fui esclarecida sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso
traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento?

SIM NAO
8. Fui esclarecida que ndo havera remuneracao financeira, além do previsto para as despesas do
estudo? SIM NAO
9. Fui esclarecida de ndo havera indenizagcdo além das previstas pela lei, em reparacdo a dano
imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questdo?

SIM NAO
10. Fui esclarecida sobre a seguranca de que minha identidade sera preservada, mantendo-se todas as
informacdes em carater confidencial?

SIM NAO
V. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apés ter sido convenientemente esclarecida dos riscos e beneficios deste estudo,
conforme definido nos itens 1 a 7, do inciso Ill, e 1 a 5 do inciso 1V, consinto em participar, na
qualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso II.
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Assinatura e carimbo do responsavel técnico Assinatura da paciente ou Resp. Legal

Como tenho dificuldade de escrever meu nome, confirmo minha
participacdo no estudo com a minha digital.

Testemunhas:




