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RESUMO 

As neoplasias astrocitárias correspondem a cerca de (60%) dos tumores do 

sistema nervoso central, sendo que atingem principalmente adultos numa fase 

altamente produtiva da vida e com evoluções pouco satisfatórias apesar dos 

tratamentos disponíveis. Um melhor entendimento de sua biologia molecular se 

faz necessário na tentativa de compreender sua evolução e melhor planejar e 

tratamento, assim como na busca de novas terapias. Este trabalho teve como 

objetivo analisar modificações no gene TP53 com relação ao número de cópias 

e polimorfismos nos éxons de 4 a 11, considerados hotspots para mutações. 

Um total de 14 amostras de diferentes graus de malignidade foram analisadas 

por experimentos de FISH interfásico com sondas loco-específicas do gene TP53 

e centroméricas para o cromossomo 17, e também pela técnica de SSCP para o 

screening de polimorfismos dos éxons 4-10. Foram comparados os resultados 

obtidos entre tumores de graus I e II (benignos) com aqueles de graus III e IV 

(malignos). Os resultados referentes às sondas loco-específicas (gene TP53 e 

centrômero do cromossomo 17) mostraram que a ocorrência de deleções ou 

amplificações, apesar de importantes estatisticamente em relação aos núcleos 

com número de marcações normais, não apresentou correlação com idade, 

sexo ou grau de malignação. Entretanto, as alterações foram encontradas com 

maior freqüência nos paciente portadores de astrocitomas de grau 

intermediário (III). A técnica de SSCP revelou polimorfismos nos éxons 5, 7 e 

10, e apesar de não estarem associados à malignidade tumoral, os casos 

polimórficos corresponderam aos pacientes com menor sobrevida após 

tratamentos, sugerindo, uma associação entre mutações nesses éxons e uma 

maior agressividade tumoral. 
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ABSTRACT 

Astrocytic neoplasms comprises around 60% of the Central Nervous System 

tumors, affecting mainly adults in a highly productive phase of life, and showing 

poor prognosis despite of the available treatments. A better knowledge of the 

molecular biology of this group of tumors is necessary to understand their 

evolution and to plan the treatment in a better way, as well as to develop new 

therapies. Hence, this study had the aim the analysis of modifications of gene 

TP53 related to changes in the number of copies and the presence of 

polimorphisms in exons 4 to 11, considered hotspots for mutations. A total of 14 

samples of different malignant grades were analyzed by interphasic FISH using 

locus-specific probes for gene TP53 and centromeric for chromosome 17, and 

by SSCP for screening polymorphism in exons 4 to 11. The results were 

compared between tumors with grades I and II (benign) to those with grades III 

and IV (malign). The results concerning the locus specific probes (gene TP53 

and centromere of chromosome 17) showed that the occurrence of deletions 

and amplifications were statistically important when compared to nuclei with 

normal copy number. However, these alterations were not related to the age, 

sex or malignancy. On the other hand, these alterations were found more 

frequently in patients with tumors with intermediate grades (III). SSCP 

experiments revealed polymorphisms in exons 5, 7 and 10, and although they 

were not realted to the malignancy of tumors, the samples with polymorphism 

corresponded to the patients with shorter survival after treatment, suggesting a 

relation between the mutations in these exons and higher aggressively tumors. 

 
 
 
 
 



vii 
 

SUMÁRIO 

  
1. Introdução                                                                                                 1 
1.1 Considerações gerais                                                                              1 
1.2 Genética do Câncer                                                                                                      2 
1.3 Epigenética em Câncer                                                                                                 3 
1.4 Classificação dos tumores do SNC                                                                               5 
1.5 Gliomas                                                                                                                          7 
1.5.1 Sistema de graduação dos Gliomas                                                                          8 
1.5.2 Astrocitomas difusos                                                                                                   10 
1.5.3 Astrocitomas Anaplásicos                                                                                           12 
1.5.4 Glioblastomas Multiformes                                                                                          14 
1.6 Curva de Sobrevida dos Gliomas                                                                                  17 
1.7 Vias genéticas de progressão dos Gliomas                                                                   18 
1.8 Papel da mutação do gene TP53, na evolução dos Gliomas                                        23 
1.9 Objetivos                                                                                                                        30 
1.9.1 Objetivos Gerais                                                                                                         30 
1.9.2 Objetivos Específicos                                                                                                 30 
2. Material e Métodos                                                                                                          31 
2.1 Amostras                                                                                                                       31 
2.2 Coleta de Amostras                                                                                                       32 
2.3 Obtenção de material interfásico                                                                                  32 
2.4 Preparação de lâminas e material pré-hibridização                                                      33 
2.5 Experimentos de hibridização in situ com fluorescência (FISH) 
interfásico                

34 

2.5.1 Sondas                                                                                                                      34 
2.5.2 Hibridização                                                                                                               34 
2.5.3 Lavagem de estrigência                                                                                             35 
2.5.4 Análises do experimento de FISH interfásico                                                               35 
2.6 Extração do DNA do tecido tumoral                                                                              36 
2.7 Reação em Cadeia de Polimerase (PCR)                                                                    37 
2.8 Análises de Polimorfismo Conformacional de Fita Simples 
(SSCP)                                                                                    

37 

3. Resultados                                                                                                                   39 
3.1 Experimentos de Hibridização in situ                                                                         39 
3.2 Análises estatísticas                                                                                                  40 
3.3 Experimentos de SSCP                                                                                             45 
4. Discussão                                                                                                                    48 
5. Conclusão                                                                                                                    54 
6. Referências             55 
Anexos             67 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 



viii 
 

LISTAS DE FIGURAS 
Figura 01- Imagem de Ressonância Magnética de encéfalo revelando uma 

lesão infiltrativa fronto-temporal direita, compatível com astrocitoma de baixo 

grau (Fonte http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas) 

 

Figura 02 - Astrocitoma fibrilar é caracterizado por aumento de celularidade, 

com uma população monomorfica de células infiltrativas (Fonte: 

http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas   ) 

 

Figura 03- Astrocitoma anaplasico é caracterizada por atipia nuclear e mitoses 

(Fonte http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas). 

 

Figura 04- Ressonancia Magnetica de encéfalo revelando lesão heterogênea 

captante de contraste frontal esquerda, compatível com astrocitoma de alto de 

grau de malignidade (Fonte http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas) 

 

Figura 05 - Glioblastoma é caracterizado por necrose e células em 

pseudopaliçada, além de proliferação vascular (Fonte: 

http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas) 

 

Figura 06: Gráfico mostrando a sobrevida livre de progressão da doença.  

Sobrevida (A) e padrão de transformação maligna (B) (Fonte: Peraud et al., 

2002). 

 

Figura 07: Vias genéticas de progressão dos gliomas. Os cromossomos 

inativados e genes deletados são representados por “-”. Genes amplificados 

são representados por “+”. AII, astrocitomas grau II; AIII, astrocitomas grau III; 

CDK, ciclino quinase dependente; EGFR, receptor do fator de crescimento da 

epiderme;GBMO, glioblastoma com componente oligodendroglial; OII, 

oligodendroglioma grau II; OIII, oligodendroglioma grau III; pGBM, glioblastoma 

multiforme primário; ScGBM, glioblastoma multiforme. Secundário (Fonte: 

Sanson et al. 2004). 

 

Figura 08: Vias genéticas dos glioblastomas primários “de novo” e secundários. 

LOH 10q é freqüente em ambas as vias.  Mutações da TP53 são alterações 

freqüentes e precoces nos glioblastomas secundários. OHGAKI E KLEIHUES, 

2007 

 

Figura 09: Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas 

específicas para o lócus TP53 (vermelho) e o centrômero do cromossomo 17 

(verde). Ambos os núcleos e a metáfase apresentaram número normal de 

marcações: duas do TP53 e duas do centrômero do cromossomo 17. 

http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas
http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas
http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas
http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas
http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas


ix 
 

 

Figura 10:  Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas 

específicas para o lócus TP53 (vermelho) e o centrômero do cromossomo 17 

(verde), mostrando núcleos normais, com deleções do cromossomo 17 ou 

apenas do TP53, e trissomia do 17. 

 

 

Figura 11: Gráfico mostrando a relação entre os graus de malignidade e o sexo 

do paciente. 

 

Figura 12: Análise de Variância comparando as médias de células normais de 

acordo com o grau de malignidade. 

 

Figura 13: Análise de Variância comparando as médias de células com 

alterações de acordo com o grau de malignidade 

 

Figura 14: Análise de Variância da média de células com deleções do TP53 de 

acordo com o grau de malignidade. 

 

Figura 15: Análise de Variância da média de células com amplificações do 

TP53 de acordo com o grau de malignidade. 

 

 

Figura 16: Gel de poliacrilamida exemplificando um éxon sem alterações em 

nenhuma das amostras (éxon 4). As amostras em itálico e sublinhadas 

correspondem aos tumores de graus I e II, enquanto o restante corresponde 

aos graus III e IV. 

 

Figura 17: Gel de poliacrilamida do éxon 5. As amostras em itálico e 

sublinhadas correspondem aos tumores de graus I e II, enquanto o restante 

corresponde aos graus III e IV. As amostras CSN014, CSN031 e CSN101 

apresentaram alterações no padrão de bandas (setas). 

 

Figura 18: Gel de poliacrilamida do éxon 10. As amostras em itálico e 

sublinhadas correspondem aos tumores de graus I e II, enquanto o restante 

corresponde aos graus III e IV. O padrão de três bandas foi observado em 

todas as amostras, com exceção da CSN014 (seta) que apresentou uma banda 

extra. 

 

Figura 19: Gel de poliacrilamida do éxon 10. As amostras em itálico e 

sublinhadas correspondem aos tumores de graus I e II, enquanto o restante 

corresponde aos graus III e IV. O padrão de três bandas foi observado em 

todas as amostras, com exceção da CSN014 (seta) que apresentou uma banda 

extra. 



x 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela I: Amostras de gliomas utilizadas nesse estudo.  

 

Tabela II: Sequência dos primers forward e reverse utilizados na amplificação 

dos éxons 4, 5, 7, 8, 9 e 10 por PCR. 

 

Tabela III: Ordenação dos dados obtidos do FISH interfásico para análises 

estatísticas 

 

Tabela IV: Resultado das análises por SSCP (amostras CSN005, CSN114 e 

CSN209 não foram incluídos na análise por problemas técnicos). 

 

 



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

De um modo geral, o câncer tem a sua origem associada ao acúmulo de 

alterações genéticas específicas dentro das células. Estas alterações podem 

causar uma proliferação celular de maneira inapropriada, podendo resultar em 

características de malignidade, como a perda da diferenciação característica do 

tecido de origem, capacidade de invadir tecidos vizinhos, de formar metástases 

e adquirir resistência a terapias anti-neoplásicas (WEN , 1995). 

As alterações genômicas da célula neoplásica provavelmente permitem 

um crescimento autônomo e agressivo que são transmissíveis hereditariamente 

na multiplicação celular, embora possam variar de uma célula para outra na 

mesma neoplasia, de uma neoplasia para outra no mesmo hospedeiro e em 

neoplasia diferentes em hospedeiros diferentes (SIQUEIRA, 1998). 

Todas as células apresentam vários genes que controlam seu 

crescimento e proliferação, alguns desses genes podem apresentar mutações 

que foram herdadas pelo portador, outros acumulam mutações ao longo do 

tempo (erros intrínsecos de replicação ou devido à exposição a agentes 

carcinogênicos). Assim, o controle de proliferação deteriora, e a célula adquire 

o fenótipo neoplásico. Dessa forma, a origem do câncer é explicada pelo 

modelo linear, que vem sendo utilizado nas últimas décadas como modelo 

padrão de carcinogênese (ARENDIS, 2000). Entretanto, a teoria linear parece 

não sustentar-se por si só, já que a ocorrência de neoplasias seria dependente 

de mecanismos seletivos resultantes da interação entre as alterações 

cromossômicas e\ou nucleotídicas e o meio ambiente (BRIVIK, 2005).  
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1.2 GENÉTICA DO CÂNCER 

O aumento da incidência do câncer com a idade é tomado como 

evidência de que há vários passos limitantes no desenvolvimento desta 

doença; esses passos envolveriam modificações genéticas e/ou epigenéticas. 

As células modificadas sofrem uma expansão seletiva, ou seja, apenas 

daquelas portadoras de modificações que trazem vantagens na proliferação. 

Dessa forma, o câncer poderia ser considerado um processo evolutivo 

envolvendo tanto mudanças genéticas, epigenéticas, bem como a seleção 

(BECKMAN E LOEB, 2005). 

Foi estabelecido também que a maioria dos cânceres é caracterizada 

por cariótipos anormais, seja por rearranjos numéricos, ou por rearranjos 

estruturais, evidenciando assim um tipo de instabilidade. Esta hipótese foi 

testada em 1997, quando a taxa de surgimento de rearranjos cromossômicos 

em linhagens de células neoplásicas foi medida, e os dados confirmaram uma 

instabilidade genética também no nível dos cromossomos (LENGAUER ET AL., 

1998). A instabilidade cromossômica (CIN, de Chromosomal Instability) é 

característica definida da maioria dos tumores humanos. Mutações em genes 

da CIN aumentam as chances de ocorrência de perdas ou ganhos de 

cromossomos ou segmentos cromossômicos durante a divisão celular, tendo 

como conseqüência o surgimento de cariótipos anormais (NOWAK, 2002). 

Defeitos na segregação cromossômica, na dinâmica centrossômica, nas 

atividades do telômero, nas respostas a danos no DNA, problemas nos pontos 

de checagem do ciclo celular, entre outras, podem ter um papel importante no 

surgimento e manutenção da CIN, que é o primeiro impacto observado em 

células cancerosas. A CIN é uma das causas principais de quimio-resistência 
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de células. Dessa forma, um entendimento completo das bases biológicas da 

CIN é essencial para uma avaliação diagnóstica e prognóstica efetiva e 

intervenção terapêutica do câncer (GOLLIN, 2005).  

 

1.3  EPIGENÉTICA EM CÂNCER 
 
As causas das neoplasias são muito amplas e diversas e incluem 

desde a exposição a fatores externos ou ambientais, como por exemplo, a 

dieta e o hábito de fumar (ROTMAN ET AL.,2001; TAIOLI, 2002), como também 

sucessivos eventos genéticos e/ou epigenéticos. A epigenética adquiriu um 

papel importante nas pesquisas, tanto biológico quanto no estudo de tumores, 

pois se sabe que ela desempenha um papel importante e que afeta a biologia 

do câncer (JONES E BAYLIN, 2002; NEUMEISTER ET AL., 2002; YUASA, 2002), mas 

também age na latência viral (TAO ET AL., 1999; ROBERTSONEWOLFE, 2000; 

TIERNEY ET AL., 2000; TAKACS ET AL., 2001), na atividade dos elementos móveis 

(HAGAN E RUDIN, 2002) e está sendo estudada na terapia de genes somáticos 

(HOWELL ET AL., 2001; NELSON ET AL., 2001; RIDEOUT ET AL., 2001), na clonagem, 

nas tecnologias transgênicas, na senescência, no imprinting genômico 

(FEINBERG, 2001; ISSA, 2002; NEUMEISTER ET AL., 2002) e nas anormalidades do 

desenvovimento (FEINBERG, 2001). 

A definição de efeito epigenético varia entre os investigadores. Uma 

das definições descreve epigenética como o estudo da herdabilidade mitótica, 

na qual a mudança na expressão de um gene não é causada por alteração na 

seqüência do DNA (LENGAUER E ISSA, 1998). Outra definição é aquela que diz 

que a epigenética concede uma herança de informação com base na 

expressão diferencial de um gene, considerando que o foco da genética é na 
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herança da informação contida na seqüência gênica (JONES E LAIRD, 1999). Os 

mecanismos de herança por modificações epigenéticas necessitam ainda de 

mais estudos para que sejam identificados. Entretanto, independentemente da 

definição usada, a diferença mais importante entre um mecanismo epigenético 

e um mecanismo genético, é que mudanças epigenéticas podem ser revertidas 

por agentes químicos (VERMA E SRIVASTAVA, 2002). 

Os dois principais tipos de regulação da expressão gênica por 

epigenética são: a desacetilação das histonas, que causa uma mudança na 

estrutura da cromatina e a metilação da região promotora do gene (BURZYNKI, 

2003). A metilação é necessária para o desenvolvimento normal das células, e 

uma metilação aberrante confere uma vantagem de crescimento seletiva que 

pode resultar em crescimento ou desenvolvimento do câncer (HU ET AL., 2000). 

As regiões promotoras de muitos genes podem ser metiladas em áreas 

chamada ilhas CpG (regiões ricas em citosina e guanina); os genes que são 

altamente metilados (hipermetilados) sofrem um “silenciamento”, o que significa 

que eles não podem ser transcritos (VERMA E SRIVASTAVA, 2002; BURZYNKI, 

2003). 

Resumidamente, podemos dizer que dentro da célula cancerosa 

observamos a ocorrência de vários eventos que incluem: a herança ou 

aquisição de defeitos no mecanismo de reparo do DNA e nos elementos ou 

fatores de transcrição, ausência ou a não obediência aos checkpoints do ciclo 

celular (EVAN E VOUSDEN, 2001), e possivelmente, defeitos na regulação dos 

eventos epigenéticos (BAYLIN E HERMAN, 2000). A produção e destruição de 

mutágenos endógenos, como os radicais livres, também podem afetar a 

probabilidade dos eventos mutacionais e também podem ser modificados pela 
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variação genética (OLDEN E WILSON, 2000; PETO, 2001; PETO E HOULSTON, 

2001). 

 

1.4 CLASSIFICAÇÃO DOS TUMORES DO SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL (SNC) 

Não existem métodos absolutos para o diagnóstico e classificação do 

grau de malignidade dos tumores do sistema nervoso. Com o advento de 

conhecimentos da biologia molecular e estudos citogenéticos, pesquisadores 

incorporaram alterações cromossômicas e/ou genes específicos na tentativa de 

melhorar a classificação(FRANKS E TEICH, 1990). 

As primeiras tentativas de classificar estas neoplasias agruparam 

tumores de morfologia similar e definiram seus comportamentos, em termos de 

crescimento, como benignos ou malignos (RINGERTZ, 1950apud SIQUEIRA, 

1998). 

As bases para os conceitos atuais da classificação foram lançadas por 

VIRCHOWem1863 (apud SIQUEIRA, 1998), que descreveu os elementos de 

sustentação do sistema nervoso, denominados de neuroglia e deu enfoque 

citológico à classificação. Várias tentativas têm sido feitas para classificar estes 

tumores de forma que haja um consenso mundial. 

 A primeira tentativa de classificar os tumores do SNC foi editada por 

ZULCH e publicada em 1979. A segunda reflete avanços através da introdução 

da imunohistoquímica, editada por KLEIHUES et al (1993 apud LOUISET AL., 

2007). A terceira editada por KLEIHUES E CAVENEE, publicada em 2000, quando 

foi incorporado o perfil genético. Na quarta edição, 25 patologistas e 
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geneticistas reunidos no Germany Cancer Research em Heidelberg, em 

Novembro de 2006,contribuíram para a classificação atual (LOUIS ET AL.,2007). 

 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 

são primários do SNC, e um número igual de tumores metastáticos são 

diagnosticados nos EUA anualmente, admitindo-se uma população de 300 

milhões de habitantes (CARR ET AL., 2006). Esta doença corresponde a cerca 

de 3% de todos os tipos de câncer na população brasileira e 3,3% na 

população paraense, sendo que apesar de não representar uma das mais 

freqüentes, sem dúvidas é uma das principais causas de morbi-mortalidade 

(INCA, 2009). 

Existe um aumento crescente na freqüência dos tumores do SNC, o que 

talvez se deva à melhora diagnóstica, com métodos cada vez mais sofisticados 

e precisos. Com isso, tem-se aumentado o número de pacientes submetidos a 

tratamentos: cirúrgicos, radio e quimioterápicos (SALCMAN, 1998 e ERWING ET 

AL., 2010).  

No Brasil, segundo taxas de dados do Instituto Nacional do Câncer 

(INCA, 2009), entre o período de 1980-1990, houve um aumento anual superior 

a 0,5%, na mortalidade por neoplasias cerebrais na população em geral, com 

elevação dos índices em pacientes maiores de 65 anos de idade. No Pará, 

estima-se uma taxa de 66,15 novos casos para cada 100 mil homens em 2010, 

e 82,76 para mulheres nestes mesmos parâmetros, indicando uma crescente 

nos casos novos anualmente (INCA, 2009). 

Entre todos os tumores do SNC, um dos mais importantes é o grupo 

dos gliomas, que são responsáveis pela forma de apresentação mais freqüente 
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entre os tumores desta região (SIQUEIRA, 1998, ERWING ET AL., 2010). Dentre 

todos os gliomas, os astrocitomas merecem destaque em função de 

representarem os tipos mais freqüentes e os que causam maior índice de 

morbi-mortalidade (YOUMANS, 1980 eKLEIHUES ET AL., 2000). 

  

1.5 GLIOMAS  

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores derivados das 

células da glia.  Este grupo de células se refere aquelas que têm como principal 

função dar suporte nutricional, sanguíneo, estrutural e de defesa aos 

neurônios. Essas células se encontram ao redor dos neurônios assim como em 

meio aos axônios neuronais. A maior parte das células gliais em termos 

quantitativos pode ser encontrada na substância branca encefálica (FMC-

UNICAMP, 2009).  

Formam um grupo de tumores histologicamente heterogêneo que se 

originam no encéfalo através da desdiferenciação ou desenvolvimento anormal 

de células não-neuronais. São fundamentalmente de linhagem astrocítica 

(astrocitomas), oligodendroglial (oligodendrogliomas) ou ependimária 

(ependimomas), as quais têm características clínicas, histopatológicas e 

genéticas distintas (YOUMANS,1980,SIQUEIRA, 1998, MARC-SANSON ET AL.,2004) . 

 

1.5.1 Sistema de graduação dos Gliomas 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), podemos classificar 

os gliomas em graus, de I a IV. O que realmente parece diferenciar estes 

grupos é o tempo de sobrevida a partir do inicio dos sintomas, diagnóstico e 

tratamento inicial (KLEIHUES ET AL., 2002). 
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A graduação histológica tem papel fundamental no conhecimento do 

comportamento tumoral, sendo fundamental na escolha de terapias adjuvantes 

como radioterapia e protocolos de quimioterapias. Esta graduação inclui uma 

série de tumores em escala de malignidade (LOUIS ET AL, 2007).  

- Grau I: São aplicadas a tumores de baixo potencial proliferativo, sendo 

realmente os únicos benignos ou de baixo grau, pois quando tratados de 

forma radical a sobrevida sem tumor é muito boa (geralmente contada 

em anos), podendo até mesmo ser curados. Fazem parte desta 

categoria os astrocitomas pilocíticos e astrocitomas subependimários. 

- Grau II: São de baixa atividade proliferativa, entretanto infiltrativos. 

Correspondem aos astrocitomas fibrilares ou gliomas difusos, os quais 

são bem diferenciados e têm características morfológicas de 

benignidade, com uma história natural que prevê uma evolução para os 

graus mais avançados, apesar dos tratamentos realizados. Manifestam-

se em hemisférios cerebrais de adultos jovens  e que apesar dos 

tratamentos disponíveis têm uma média de sobrevida de 5 anos. 

- Grau III: São reservados para aqueles onde já há alguma evidência de 

malignidade. São os astrocitomas anaplásicos, onde há aumento da 

celularidade, atipia nuclear, pleomorfismo e atividade mitótica como 

características importantes. Têm um comportamento agressivo 

intermediário com uma média de sobrevida de 2 a 3 anos. 

- Grau IV: Correspondem aos malignos. São os glioblastomas 

multiformes, onde existe uma anarquia histológica com aparecimento de 

microproliferação vascular e/ou necrose, e têm o pior prognóstico entre 

todos os gliomas . Manifestam-se em pacientes numa faixa etária mais 
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avançada, com média de idade de 55 anos, e com um curso clínico 

curto, média de 12 meses de sobrevida apesar dos diversos tratamentos 

empregados. 

 

Segundo SALCMAN(1996) é difícil obter informações fidedignas sobre a 

história natural dos gliomas considerados de baixo grau de malignidade; em 

conseqüência, tem sido igualmente difícil formular recomendações terapêuticas 

precisas para pacientes portadores destes tumores. O comportamento clínico 

dos gliomas de baixo grau é determinado pela idade do paciente e localização 

do tumor (área de maior ou menor eloqüência).  A média de sobrevida em uma 

série de 38 pacientes adultos com astrocitomas de baixo grau, tratados, foi de 

46 meses, e apenas 24% sobreviveram mais que 5 anos, revelando que o 

caráter benigno é  relativo(SIQUEIRA, 1998). 

Os gliomas malignos graus III e IV (anaplásicos e glioblastomas) são os 

tumores primários mais freqüentes do sistema nervoso em adultos e 

representam causa importante de morbidade e mortalidade na prática 

neurológica. Gliomas de alto grau de malignidade menos comuns incluem as 

variedades anaplásicas de oligodendrogliomas, ependimomas, gangliogliomas 

e outros tumores de células mistas (SALCMAN, 1991, SANSON ET AL., 2004).  

Estes pacientes em geral são acometidos pelo glioma na fase mais 

produtiva de sua vida; a deterioração freqüente das faculdades mentais e uma 

alta taxa de casos fatais contribuem para o grande impacto pessoal e social 

destes pacientes (SIQUEIRA, 1998). A sobrevida destes pacientes é fortemente 

condicionada a vários fatores prognósticos, cujos mais importantes são: idade, 

índice de Karnofsky (escala que mede a capacidade do paciente de ser auto-
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suficiente, variando entre 30 e 100, sendo que este último valor representa a 

normalidade) e grau de ressecção do tumor. Quanto mais velho, mais 

debilitado e menor grau de ressecção, pior o prognóstico, e mais curta será sua 

sobrevida (SALCMAN, 1990, SANSON ET AL., 2004). 

 

1.5.2 Astrocitomas Difusos 

           Correspondem ao grau II ou baixo grau. São caracterizados por alto 

grau de diferenciação celular, crescimento lento e infiltração difusa em 

estruturas cerebrais vizinhas (figura 01). Representam 10 a 15% dos tumores 

astrocíticos cerebrais, tendo um pico de incidência entre 30 e 40 anos, 

podendo estar localizado em qualquer região cerebral, mas preferencialmente 

em região frontal e temporal. As crises convulsivas são a forma mais comum 

de apresentação inicial, associado ou não a sintomas neurológicos focais do 

inicio a alguns meses antes do diagnóstico. Em função de sua natureza 

infiltrativa causam uma distorção e não destruição de tecidos vizinhos (KLEIHUS 

ET AL.,2002). 

           São compostos por astrócitos fibrilares ou gemistocíticos bem 

diferenciados. A celularidade é apenas moderadamente aumentada com 

ocasional atipia celular, sem atividade mitótica evidente, necrose e proliferação 

microvascular. A variante histológica mais freqüente é a forma fibrilar, sendo 

que a ocorrência ocasional ou regional de gemistócito não invalida o 

diagnóstico de astrocitoma fibrilar (figura 02). A variante gemistocítica é 

caracterizada pela presença substancial de gemistócitos, em mais de 20% das 

células tumorais, entretanto a média é de 35%. Embora esta variante tenha 

uma predisposição maior para desenvolver glioblastoma anaplásico, não se 
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justifica ser classificado como astroctioma anaplásico.   A variante 

protoplásmica é rara, e tem uma história clínica de crises convulsivas de longa 

data (KLEIHUES ETAL., 2002). 

 

Figura 01- Imagem de Ressonância Magnética de encéfalo revelando uma lesão infiltrativa 
fronto-temporal direita, compatível com astrocitoma de baixo grau 
(Fontehttp://anatpat.unicamp.br/taneugliomas). 
 
 

 Dentre as alterações moleculares, as mutações do TP53 têm sido 

relatadas em mais de 60%, sendo que em mais de 80% na variante 

gemistocítica. Durante o processo de malignização a freqüência da mutação do 

TP53 não parece aumentar significativamente, indicando ser esta alteração um 

evento precoce em cerca de 90%. Outras alterações genéticas: aumento da 

expressão do PDGFR, ganho do cromossomo 7q e amplificação do 8q, perda 

da heterozigose no 10p e 22q (ICHIMURA ET AL., 1998). 
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Figura 02 - Astrocitoma fibrilar é caracterizado por aumento de celularidade, com uma 
população monomorfica de células infiltrativas(Fonte:http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas). 

 

 A média de sobrevida após ressecção cirúrgica é de 5 anos, variando 

muito em função de localização encefálica. A progressão para glioblastoma 

multiforme tende ocorrer numa média de tempo de 4 a 5 anos. Parece que 

quando a mutação do TP53 é encontrada na primeira biopsia, um longo 

período de sobrevida é esperado, se não houver adicionais alterações 

genéticas, semelhante à perda da heterozigoze no 10 e 19q (WATANABE ET AL., 

1987) . No estudo de CHOZIEK ET AL. (1994), a imunorreatividade para  proteína 

TP53 em astrocitomas difuso foi associada a um período mais curto  de 

sobrevida. 

 

1.5.3AstrocitomasAnaplásicos 

Podem surgir como evolução dos de baixo grau, ou aparecer como lesão 

inicial. Têm uma tendência natural para progressão para glioblastoma. A idade 

média de aparecimento é de 41 anos, maior que a idade média dos de baixo 

grau que é de 31 anos. Mulheres são mais afetadas que homens (1,8:1). Não é 

raro estes tumores serem diagnosticados após poucas semanas de sintomas 

neurológicos, sem precedentes de astrocitomas grau II (KLEIHUESET AL.,2002). 
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A principal característica histopatológica é o aumento da celularidade, 

com atipia nuclear e marcada atividade mitótica (figura 03). Células 

gemistocíticas são freqüentemente encontradas. De um ponto de vista clínico, 

morfológico e genético, esse tipo de tumor constitui um estágio intermediário na 

via de progressão tumoral. Apresenta uma alta freqüência de mutações no 

gene TP53, similar aos tumores grau II. Vários estudos demonstraram que em 

mais de 90% dos casos a mutação do gene TP53 esta presente nos casos 

onde estes tumores evoluíram a partir da forma benigna (WATANABE,1997). 

 

 

 

 

Alterações genéticas adicionais que podem refletir alto grau de 

malignidade incluem: deleção do gene p16 (30%), alterações no gene 

RB,(25%) deleção do p19 (15%), amplificação CDK4 em (10%). Foram também 

relatadas mutações no gene PTEN/MAC e perda da heterozigose (LOH; do 

inglês loss of heterozygosity) no braço longo do cromossomo 10 (10q) em 15 e 

30% dos casos estudados, respectivamente. A LOH foi também observada no 

Fig. 03- Astrocitoma anaplasico é caracterizada por atipia nuclear e mitoses 
(Fontehttp://anatpat.unicamp.br/taneugliomas). 
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braço longo do cromossomo 19(19q) em aproximadamente 40% e no braço 

longo do cromossomo 22 (22q) em aproximadamente 30%. A amplificação do 

gene EGFR é raramente observada (menos de 10%). O tempo de     

progressão para glioblastoma multiforme é muito variável, com uma média de 2 

anos e um tempo total de doença de 3 anos (DEIMLING, 1994). 

 

1.5.4 Glioblastoma multiforme 

 Foi identificado por VIRCHOW em 1863, como tumor glial (apud SIQUEIRA, 

1998). É o tumor glial de maior grau de malignidade, compostos por astrócitos 

neoplásicos pobremente diferenciados. Os glioblastomas multiformes podem 

se originar das formas benignas (grau II) ou dos próprios astrocitomas 

anaplásicos, sendo denominados de glioblastomas secundários. Entretanto, a 

sua manifestação mais freqüente é após uma história clínica curta, sem 

evidência de precursor benigno, quando são chamados de glioblastomas 

primários (KLEIHUES ET AL.,2002). 

 Podem se manifestar em qualquer idade, sendo mais freqüentes em 

adultos com pico de incidência entre 45 e 70anos. Em geral originam-se na 

substância branca sub-cortical dos hemisférios cerebrais, principalmente 

regiões temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%). A 

história clínica usualmente corresponde a sintomas de inicio recente, menos 

que 3 meses, tais como crises convulsivas, sinais neurológicos focais e 

cefaléia. O diagnóstico por imagem é realizado por Tomografia 

Computadorizada e Ressonância Nuclear Magnética, os quais revelam lesão 

expansiva heterogênea, captante de contraste com importante edema 

peritumoral (KLEIHUES ET AL.,2002) (figura 04). 
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Sob visão macroscópica são pobremente delimitados do tecido normal, 

com sua superfície mostrando uma massa acinzentada com regiões 

amareladas (necrose) e vermelhas ou marrons (sangramento recente ou 

antigo). A necrose central ocorre em 80% dos casos, ainda podemos observar 

presença de cistos. As características histopatológicas são de um conjunto de 

células pobremente diferenciadas, com pleomorfismo, atipia nuclear e intensa 

atividade mitótica, trombose vascular, proliferação microvascular e necrose, 

sendo estas duas ultimas características fundamentais para o diagnóstico 

(BURGER ET AL., 1987 e KLEIHUES ET AL., 2002) (figura 05). 

  

Fig. 04- Ressonancia Magnetica de encéfalo revelando lesão heterogênea captante de 
contraste frontal esquerda, compatível com astrocitoma de alto de grau de malignidade 
(Fonte http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas) 
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A microproliferação vascular aparece como tufos glomerulóides, 

localizados próximo a áreas de necrose, consistindo de multicamadas de 

células endoteliais, sendo que a trombose vascular é muito freqüente, 

desenvolvendo papel importante no desenvolvimento de isquemia e necrose 

(KLEIHUES ET AL.,2002). 

 Dois tipos de necrose podem ser distinguidos: a observada sob visão 

macroscópica e por neuroimagem como áreas de tecido tumoral destruído sem 

captação de contraste e com freqüência compreendem 80% da massa 

neoplásica. A necrose microscópica aparece como um tecido amarelado ou 

esbranquiçado, com vasos tumorais dilatados e trombosados, não sendo 

facilmente distinguidas células do glioma. A presença dos vasos trombosados 

corrobora com a ideia de que a necrose possa ocorrer por insuficiência de 

suprimento sanguíneo. Grandes áreas de necrose estão relacionadas à pior 

prognóstico (BARKER ET AL., 1996). 

Fig. 05 - Glioblastoma é caracterizado por necrose e células em pseudopaliçada, além de 
proliferação vascular (Fonte: http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas) 
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A transformação maligna das células neuroepiteliais é um processo de 

várias etapas comandadas pela aquisição de uma seqüência de alterações 

genéticas. A via genética dos glioblastomas primários difere dos tumores 

¨novos¨ (SANSON ET AL., 2004). 

 O gene EGFR encontra-se amplificado e superexpresso em 30 a 40% 

dos glioblastomas multiforme, podendo mostrar simultaneamente a perda do 

cromossomo 10. O estudo feito por THOMA ET AL. (1998) revelou que a 

amplificação do EGFR encontra-se presente em 39% dos glioblastomas 

secundário, enquanto que no grupo de glioblastomas primários nenhum 

mostrou a mesma alteração (KLEIHUES ET AL., 2002).  

  

 

1.6 CURVAS DE SOBREVIDA NOS GLIOMAS 

Tanto nos casos tratados de gliomas como naqueles sem tratamento, as 

curvas são exponenciais quanto à forma. Isso significa que um tempo 

constante pode ser calculado para essas curvas e que um modelo matemático 

pode ser construído para prognosticar com precisão a sobrevida da maioria dos 

pacientes com esta doença. As propriedades biológicas são tais que as curvas 

de sobrevida para pacientes em diferentes grupos de tratamento tendem a 

convergir inexoravelmente para 18 a 24 meses após o diagnóstico (SALCMAN E 

SALOMUN, 1984, PERAUD ET AL., 2002). 

  Nessa fase, mais de 90% dos pacientes já morreram mesmo depois de 

realizado cirurgia e radioterapia. O padrão exponencial é dramaticamente 

diferente das curvas de sobrevivência na maioria dos outros tumores, incluindo 

astrocitoma cístico na infância e o meduloblastoma. Nessas doenças observa-
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se um platô entre cinco e dez anos. A curva de sobrevida para tumores de 

baixo grau é também exponencial na forma, entretanto com uma constante de 

tempo maior, sendo a sobrevida média de cinco anos. A análise dessas curvas 

confirma a observação de que gliomas de baixo grau de malignidade 

representam um continuum biológico no qual um tumor representa 

simplesmente um estágio mais precoce no ciclo vital de outro tumor mais 

agressivo (SALCMAN E SALOMUN,1980, KLEIHUES ET AL., 2004) . 

Importantes resultados clínicos foram demonstrados por PERAUD ET AL. 

2002(Fig.06), onde 159 pacientes com astrocitomas grau II, sendo 129 de 

‘novo’ ,foram observados, num período de tempo. Destes, 84 evoluíram com 

progressão para tumor maligno, mesmos após procedimentos cirúrgicos e 

radioterápicos e 36 morreram, após um período médio de 108 meses. 

 
 
1.7 VIAS GENETICAS DE PROGRESSÃO DOS GLIOMAS 

 Faz se necessário entender os mecanismos genéticos através dos quais 

os gliomas progridem, no intuito de diagnosticar, prognosticar e usar esses 

conhecimentos como potenciais agentes terapêuticos (SANSON ET AL., 2004). 

Estes mesmos autores descrevem vias distintas nesta progressão (Fig. 07), 

que incluem duas alterações precoces: a inativação da p53 (associada a 

astrocitomas) e a perda dos segmentos cromossômicos 1p e 19q. A deleção da 

P16/CDKN2A no 9p21, inativação do gene RB1 no 13q, e amplificação do 

CDK4 mutuamente, são mais freqüentes nos astrocitomas anaplásicos. A 

inativação do PTEN no cromossomo 10q, a amplificação e/ou rearranjo do 

EGFR são mais freqüentes nos glioblastomas. 
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A amplificação do EGFR ocorre em 40% dos glioblastomas primários e 

raramente nos secundários. A superexpressão do EGFR é também mais 

comum nos primários (60%) que secundários (10%). Todos os tumores com 

amplificação do EGFR têm superexpressão, e cerca de 70 a 90% com 

superexpressão têm  amplificação ( BIERNAT ET AL., 2004). 

 
  

 

 

 

 

 

Figura 06: Gráfico mostrando a sobrevida livre de progressão da doença.  Sobrevida (A) e 
padrão de transformação maligna (B) (Fonte: Peraud et al., 2002). 
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Em outro grupo de estudo não foi identificada amplificação do EGFR em 

pacientes abaixo de 35 anos, sendo muito raro ou ausente em crianças 

(OHGAKIN ET AL., 2004). 

 A inativação da p53, que gera instabilidade genética, tem papel 

fundamental no desenvolvimento dos glioblastomas secundários (SANSON 

ETAL., 2004). 

 A mutação do TP53 é a primeira alteração detectada em gliomas de 

baixo grau em dois terços destes tumores, o que é igual nos astrocitomas 

anaplásicos e glioblastomas derivados dos de baixo grau. Esta mutação 

também ocorre em glioblastomas primários, só que numa menor proporção 

(menos que 30%). .Em glioblastomas secundários esta mutação tem sido 

Fig.07: Vias genéticas de progressão dos gliomas. Os cromossomos inativados e genes 
deletados são representados por “-”. Genes amplificados são representados por “+”. AII, 
astrocitomas grau II; AIII, astrocitomas grau III; CDK, ciclino quinase dependente; EGFR, 
receptor do fator de crescimento da epiderme; GBMO, glioblastoma com componente 
oligodendroglial; OII, oligodendroglioma grau II; OIII, oligodendroglioma grau III; pGBM, 
glioblastoma multiforme primário; ScGBM, glioblastoma multiforme secundário (Fonte: Sanson 
et al. 2004). 
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demonstrada estar localizada em dois codons hot spot: 248 e 273 (OHGAKI ET 

AL., 1993). 

A amplificação do MDM2 ocorre em menos de 10% dos glioblastomas, 

quase que exclusivamente nos primários onde há ausência da mutação do 

TP53 (REIFENBERGER ET AL., 1993). 

A perda da expressão da p14 tem sido encontrada em 76% dos 

glioblastomas, sendo que a metilação da região promotora do gene p14é mais 

freqüente no subtipo secundário que no primário, entretanto sem diferença 

significativa (BUGLER ET AL., 1995). 

 A proteína RB1 controla o ciclo celular através da passagem da 

fase G1 para fase S. A proliferação celular é regulada em checkpoints na fase 

G1 e G2. As citoquinas ciclino-dependentes (CDK) inibem por fosforilação o 

gene RB1 pelo fator de transcrição E2F. A liberação do fator E2F induz a 

transcrição de genes alvos que promovem a síntese de DNA. A D-CDK4 é 

inibida pela p16, produto do gene supressor de tumor p16 CDKN2, o qual é 

freqüentemente deletado ou hipermetilado em gliomas malignos (SANSON ET 

AL., 2004) 

Os gliomas podem ativar receptores da tirosina quinase por vários 

mecanismos: Superexpressão do ligante e receptor; PDGF e PDGFR, 

amplificação genômica e ou mutação de receptores (ex. EGFR2) ou ativação 

do sinal de transdução intracelular (ex. PTEN) (SANSON ET AL., 2004). 

 O gene PI3K (fosfatiditilinositol 3 – quinase) é freqüentemente ativado 

em gliomas malignos, promovendo diversas funções biológicas incluindo 

proliferação, sobrevida e motilidade celular (CHOE ET AL., 2003).  Podem estar 

alterados através de vários mecanismos, sendo o mais comum a mutação ou 
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perda da heterozigose do PTEN ou amplificação de fatores de crescimento 

semelhante ao EGFR. Tem sido sugerido que estas alterações surgem em 

fases tardias dos gliomas, por isso sua ativação parece estar relacionada a 

progressão maligna. Parece ainda mediar radiorressitência nestes mesmos 

tipos de tumor, por supressão da apoptose (CHAKRAVART ET AL., 2004). 

 O PTEN, que codifica a proteína lipídeo fosfatase, é um gene supressor 

localizado no cromossomo 10q23, que tem um significante papel não somente 

na indução da parada do ciclo celular como também na apoptose, além de 

outros aspectos fisiológicos como controle da adesão, migração e 

diferenciação celular. Tem sido demonstrado que o PI3k funciona como um dos 

substratos para esta proteína a qual é antagonizada (CRISTOFANO ET AL., 2000). 

O envolvimento do PTEN na regulação da adesão e migração celular pode 

explicar a freqüente perda deste gene em estágios tardios dos tumores, alguns 

já em fase de metástases (TAMURA ET AL, 1999,CRISTOFANO ET AL., 2000), 

também relatam que a LOH do 10q23 é um evento comum em estágios iniciais 

de tumores em 25 a 50%, entretanto a perda completa deste gene esta 

associada a estágios mais agressivos, exacerbando fatores fenotípicos 

inclusive produzindo metástases.  

A LOH do 10q é a alteração genética mais freqüente em ambos os tipos 

primários e secundários, com similar freqüência (60 a 80%). A LOH do 10p e 

exclusivo dos primários. A LOH do 10q25 é associado a alteração da transição 

dos gliomas de baixo para alto grau (RASHER ET AL., 1995). Na via do 

glioblastomas multiformes secundários a mutação da TP53 é um evento 

precoce e a LOH 10q é um evento tardio, entretanto a seqüência dos eventos 

genéticos primários não são bem definidos (HEGI, 2005). 
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1.8 PAPEL DA MUTAÇÃO DO GENE TP53 NA EVOLUÇÃO DOS               

GLIOMAS 

            Astrocitomas e oligodendrogliomas de baixo grau têm uma tendência 

para progredir para fenótipo maligno, isto é: grau anaplásico e glioblastoma 

multiforme. Embora alguns destes tumores progridam rapidamente, outros 

permanecem inalterados por um período mais prolongado. O prognóstico final 

é fortemente determinado por fatores pré-tratamento: Pacientes jovens, abaixo 

de 40 anos de idade, com tumores pequenos (abaixo de 20ml), com poucas 

alterações neurológicas e exames de imagem sem captação de contraste, têm 

resultados melhores, com uma média de sobrevida de 5 anos em 70 a 80%. O 

tempo de sobrevida diminui drasticamente em pacientes que apresentam 2 ou 

3 destes fatores prognósticos desfavoráveis (KRET ET AL.,1997 E BAUMAN ET AL., 

1999). 

 Estratégias de tratamento como grau de ressecção, radioterapia e 

radiocirurgia são apenas parcialmente efetivas, e essa resposta não é 

uniforme. O maior impedimento na efetividade destes tratamentos é um 

incompleto conhecimento dos sinais moleculares que determinam a progressão 

destes tumores. Com base em estudos preliminares, a mutação do TP53 tem 

sido considerada a mais freqüente e precoce alteração genética em pacientes 

com gliomas, embora a relevância prognóstica destes achados ainda 

permaneça em debate (PERAUD ET AL., 2002). 

 Em gliomas esporádicos (incluindo astrocitomas) a via da p53 está 

quase invariavelmente alterada, seja por mutações de ponto ou perda 
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cromossômica, evento freqüentemente associado à progressão da doença 

(FURNARI ET AL., 2009).  

O TP53, situado no loci 17p13.1, é um dos genes responsáveis pela 

integridade do genoma (PINTO ET AL, 2008). É ativado pelo surgimento de DNA 

alterado, através de mecanismos ainda não totalmente esclarecidos. Sua 

ativação produz uma proteína que estimula a síntese de outras proteínas, que, 

por vez, atuarão inibindo a replicação celular através da ligação com o antígeno 

de proliferação nuclear (PCNA) e estimulando as enzimas de reparo do DNA 

genômico. Caso o reparo do DNA seja completo, o TP53 é inativado e a célula 

retorna ao estado normal. Caso não haja reparo satisfatório, a célula 

permanece impedida de replicar-se e é induzida à apoptose (FMRP-USP, 2009). 

A  apoptose é um tipo de morte celular, desencadeada, entre outros estímulos, 

por mutações potencialmente lesivas. Outra forma de atuação da proteína p53 

é no envelhecimento celular. Durante este processo, as células vão reduzindo 

gradativamente a produção de mdm2, um inibidor fisiológico da p53. Com isso, 

células senescentes e diferenciadas continuam sua existência, mas perdem a 

capacidade de se multiplicar, protegendo o organismo contra tumores (HOFFEE, 

2000). 

O gene TP53, por desempenhar um papel-chave na manutenção da 

estabilidade genômica é denominado “Guardião do Genoma” (LANE, 1992) e 

“Estrela da Morte” (VOUSDEN, 2000). A inativação deste gene está associada à 

instabilidade genômica em diferentes tipos de tumores humanos através de 

vários mecanismos (EYFJORD ET AL., 1995). 
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Dentre as mutações identificadas do TP53 em tumores cerebrais 

astrocíticos, as transições G:C→A: T são as mais freqüentes  e  estão 

predominantemente localizadas nos sítios CpG (OHGAKI ET AL., 2007). 

O mecanismo melhor caracterizado das transições G:C→A: T  nos sítios 

CpG é a desaminação da 5-metilcitosina nesses sítios, resultando na 

substituição da 5-metilcitosina por timina. Isto ocorre espontaneamente ou 

mediado por fatores, como por exemplo, através da ação dos radicais de 

oxigênio ou de óxido nítrico produzido pela síntese de óxido nítrico sob 

condição de inflamação crônica (OHSHIMA E  BARTSCH, 1994). 

Uma vez que todos os sítios CpG nos éxons 5-8 do gene TP53 estão 

metilados em tecidos humanos saudáveis, fatores que afetam a taxa de 

desaminação podem influenciar a aquisição da mutação G:C→A:T.  No 

entanto,  outros mecanismos também podem desempenhar seus papéis 

(OHGAKI, 2009). Um possível mecanismo de aquisição da mutação G:C→A:T  é  

devido  a agentes alquilantes, desde que o promotor de metilação do gene O6-

metilguanina metiltransferase (MGMT) esteja associado à presença da 

mutação G:C→A:T  em gliomas (BELLO ET AL., 2004) 

Mutações no gene TP53 estão presentes em 50% dos tumores em geral 

(PINTO ET AL., 2008) e sua sinalização está comprometida em 87% destes (CHIN 

E MEYERSON, 2008). O domínio de ligação de DNA da proteína p53 é 

denominado “hot spot” para mutações devido à maioria das mutações da 

proteína ocorrer nesta região (ZILFOU E LOWE, 2009). 

No gene TP53, a região compreendida como hot spot se estende do 

éxon 4 ao 10  variando do 4/5 ao 9/10/11 de acordo com outros autores como 

FUKUSHIMA (2006). Além da forma mais conhecida da p53, já foram descritas 
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oito isoformas diferentes e uma nova região promotora no éxon 4 

(BOURDONETAL.,2005). Estas variantes apresentam padrão de expressão tecido 

específico e o promotor alternativo é conservado evolutivamente estando 

presente tanto na Drosophila quanto no homem (BARBOSA, 2007). Além disso, 

parece ocorrer expressão diferencial destas variantes no tecido de tumor de 

mama e a expressão diferencial destas isoformas pode explicar a dificuldade 

em associar o status da p53 com suas propriedades biológicas em cânceres 

humanos (BARBOSA, 2007). 

 A análise da correlação entre o curso clínico e a mutação do TP53, pode 

ser considerada um marco genético do inicio da formação do tumor até a sua 

progressão em tipos histológicos mais agressivos, podendo constituir uma 

promissora abordagem na detecção precoce, determinando novas terapias 

antineoplásicas e conseqüentemente um melhor prognóstico em gliomas de 

baixo grau (PERAUD ET AL., 2002). 

 Em um estudo retrospectivo de PERAUD ET AL. (2002), foram observadas 

conclusões divergentes, segundo o qual numa análise de 159 pacientes 

portadores de astrocitomas de baixo grau, concluiu-se  que a mutação no gene 

TP53ea super-expressão da p53, foram acumulando-se no período da 

sobrevida livre de progressão das células tumorais. Essa concomitância entre a 

mutação do TP53 e acúmulo da p53 foi encontrada em 89% de todos os 

tumores, sendo que apenas seis casos mostraram mutação do TP53 sem 

acúmulo da p53 e dois com acúmulo da p53 sem a mutação, do total de 159 

pacientes. Este estudo sugere que a expansão clonal da imunopositividade da 

p53 e provavelmente células tumorais mutantes ou regulação da estabilização 

da p53 são atribuídas à lesão do DNA num considerável número de pacientes. 
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 Dadas as limitações de avaliações retrospectivas, não existe um 

consenso do papel prognóstico da mutação do TP53 e acúmulo da p53. MEYER 

ET AL. (1994) observaram que pacientes com mutação do TP53 sobrevivem por 

um período duas vezes mais longo, embora tenha avaliado apenas 15 

pacientes. 

 ISHII ET AL. (1999) revelaram um forte impacto sugestivo de que a 

mutação do TP53 em pacientes livres de progressão de tumor oferecem risco 

de malignidade, após avaliação de 36 pacientes com tumores ¨de novo¨ ou 

recorrentes a partir de grau II. 

 No trabalho de PERAUD ET AL. (2002)  pôde ser observado o impacto 

prognóstico da mutação do TP53 detectado por um período de sobrevida o 

qual tem uma correlação inversa com a idade, caracterizado ou correlacionado 

com o tempo necessário para malignização. Invariavelmente a mutação do 

TP53 foi um fator desfavorável na sobrevida livre de progressão, 

principalmente observados no subtipo gemistocítico. 

 Pacientes com acúmulo de proteína p53 têm uma curta sobrevida livre 

de progressão da doença, embora não haja diferença estatística significativa, 

indicando limitação e inacurácia da imunohistoquímica na determinação da 

mutação do TP53 (ANKER ET AL.,1993). 

 Comparando os trabalhos de ISHII ET AL. (1999) (tamanho amostral 

pequeno, tratamento não muito bem definido) e o de PERAUD ET AL., (2002) 

(curto período de acompanhamento dos pacientes), não há conclusões 

definitivas sobre o papel prognóstico da mutação do TP53 na sobrevida quer 

seja por recorrência ou transformação maligna. Entretanto o papel na sobrevida 

livre de tumor pode ser bem determinado. 
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 Em tumores astrogliais, mutações do TP53 são localizadas em regiões 

com clusters no códon 173 (7.5%), 248 (17.5%) e 273 (7.5%) (OHGAKIET AL., 

1993). Um dos achados do trabalho de PERAUD ET AL., 2002, é que mutações 

no TP53 no códon 175, têm significantemente menor sobrevida livre de 

progressão do tumor e alto risco de transformação maligna,  quando 

comparados com esta mutação em outros hot spots codons. Estes autores 

concluíram que a mutação do TP53 é um evento precoce e freqüente em 

gliomas de baixo grau com uma clara preferência para o subtipo gemistocítico, 

principalmente sendo estas mutações localizadas no códon 173, levando o 

paciente a uma curta sobrevida livre da doença e alto risco de malignização. 

Os glioblastomas multiformes representam um grupo de doenças 

distintas, afetando idades diferentes, desenvolvendo-se em vias genéticas 

diferentes. A maioria dos glioblastomas multiformes são primários, e se 

desenvolvem rapidamente “de novo¨, sem evidências clínicas e radiológicas de 

tumores menos agressivos prévios. Afetam pessoas mais idosas e têm como 

características a perda da heterozigose 10q (70% dos casos), amplificação do 

EGFR em 36% , deleção do p16 em 31% e mutação do PTEN em 25%. Os 

glioblastomas secundários desenvolvem-se a partir de gliomas difusos de 

baixo grau ou anaplásico, em pacientes mais jovens, com uma via genética 

onde é observada a mutação do TP53, como a alteração mais precoce e 

frequente. Esta mutação é detectada em cerca de 60% dos astrocitomas 

precursores. Na evolução destes, existem mutações adicionais, incluindo a 

heterozigose do 10q (  OHGAKI E KLEIHUES, 2007)  
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Fig. 08: Vias genéticas dos glioblastomas primários “de novo” e secundários. LOH 10q é 
freqüente em ambas as vias.  Mutações da TP53 são alterações freqüentes e precoces 

nos glioblastomas secundários. (OHGAKI E KLEIHUES, 2007) 
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1.9 OBJETIVOS 
 

1.9.1 Objetivo Geral 

 Tendo em vista a importância das mutações no gene TP53 nas diferentes 

propostas da gênese e progressão de gliomas, o presente trabalho tem como 

objetivo geral analisar a ocorrência de deleções ou duplicações desse gene, além 

de realizar um screening de polimorfismos dos éxons 4-10 desse gene nas 

amostras de gliomas com aplicação da técnica de SSCP, comparando os 

resultados obtidos entre tumores de graus I e II (benignos) com aqueles de graus 

III e IV (malignos), coletados no Hospital Ophir Loyola, Belém- PA. 

 

1.9.2  Objetivos Específicos 

 Aplicar sondas loco-específicas do gene TP53 em experimentos de 

FISH interfásico em material obtido de gliomas; 

 Analisar o estado mutacional dos éxons 4 ao 10 do gene TP53, 

utilizando como ferramenta a técnica de PCR-SSCP, em amostras de gliomas; 

 Verificar uma possível associação das alterações nos éxons do 

gene TP53 e o grau de estadiamento do tumor; 

 Correlacionar os resultados encontrados com possíveis vias de 

progressão tumoral. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 AMOSTRAS 

O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Estudos 

Citogenéticos e Moleculares em Tumores do Sistema Nervoso Humano na 

População Paraense”, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro 

de Saúde da Universidade Federal do Pará (025/06 CEP-CCS/UFPA) (Anexo 

I). Os pacientes ou seus parentes próximos foram informados sobre o estudo a 

ser realizado e, em caso de concordância em participar do mesmo, solicitou-se 

a assinatura de um termo de livre consentimento (Anexo II). As análises foram 

realizadas em quinze amostras de gliomas de diferentes graus de malignidade, 

segundo tabela I.  Para controle da técnica de FISH, foi analisada uma amostra 

de preparação obtida a partir de cultura de linfócitos de um indivíduo hígido que 

não foi exposto a radiações ou medicamentos que pudessem interferir no 

resultado do estudo, em período próximo à coleta. 

 

Tabela I: Amostras de gliomas utilizadas nesse estudo. 
CSN SEXO IDADE GRAU HISTOPATOLÓGICO 

005 F 9 I Astrocitoma Pilocítico 

108 M 20 I Astrocitoma Sub-ependimário de Céls Gigantes 

116 F 3 I Astrocitoma Pilocítico 

010 F 12 II Astrocitoma Fibrilar 

209 M 32 II Astrocitoma Fibrilar 

031 F 55 III Astrocitoma Anaplásico 

088 F 63 III Oligoastrocitoma Anaplásico 

146 F 31 III Astrocitoma Anaplásico 

017 F 64 IV Glioblastoma Multiforme 

021 M 3 IV Glioblastoma Multiforme 

101 M     79 IV Glioblastoma Multiforme 

104 M 54 IV Glioblastoma Multiforme 

114 M 58 IV Glioblastoma Multiforme 

154 M 43 IV Glioblastoma Multiforme 

14 F 68 IV Glioblastoma Multiforme 
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2.2  COLETA DE AMOSTRAS 

Amostras de tecido tumoral foram coletadas durante o procedimento 

cirúrgico pela equipe de Neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola. Os laudos 

histopatológicos desse hospital seguem os padrões da Organização Mundial de 

Saúde (WHO, 2009). O material foi coletado em meio de cultura RPMI, 

contendo antibióticos. Imediatamente após sua coleta, o material foi 

encaminhado ao laboratório para processamento. 

 

2.3 OBTENÇÕES DE MATERIAL INTERFÁSICO 

 O método foi adaptado de FORD E HAMERTON,1956. O material tumoral foi 

desagregado com o uso de bisturi, tesoura e colagenase em uma placa de 

Petri. Depois da dissociação completa do tecido, acrescentaram-se cerca de 

0,2 mL de colchicina e 5 mL de meio RPMI enriquecido com 10% de soro 

bovino fetal. O material foi transferido para um macerador, e após sua 

maceração, foi transferido para uma placa de Petri e incubado por 

aproximadamente 3 horas a 37°C. Depois disso, o material foi transferido para 

um tubo de centrífuga e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm. O 

sobrenadante foi desprezado, e adicionaram-se 5 mL de solução hipotônica 

(KCl 0,075 M). O material foi então ressuspendido e incubado por 15 minutos a 

37°C. Depois de transcorrido esse tempo, acrescentaram-se 5 mL fixador 

Carnoy (3 metanol : 1 ácido acético) e ressuspendeu-se. Após centrifugar-se o 

material por 10 minutos a aproximadamente 1000 rpm, descartou-se o 

sobrenadante com o uso de uma pipeta Pasteur, acrescentando-se novo 

fixador (5 mL). Após ressuspensão, o material foi novamente centrifugado. 

Esse procedimento foi repetido por três vezes. Após a última etapa, 
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acrescentaram-se apenas 2mL de fixador. O material foi então mantido em 

freezer. 

 

2.4 PREPARAÇÃO DAS LÂMINAS E PRÉ-HIBRIDIZAÇÃO 

As lâminas para uso foram primeiramente lavadas, deixando-as por 

alguns minutos em solução de álcool / éter (50%). Após esse procedimento: 

1. Após a última centrifugação, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se cerca de 

1 ml de fixador novo ao material, que foi ressuspendido com ajuda de uma 

pipeta Pasteur. 

2. Pingou-se uma gota do material na lâmina. 

3. Quando o fixador começou a evaporar, adicionou-se mais uma gota de fixador 

sobre a preparação na lâmina. 

No caso de preparações apresentando restos de citoplasma, repetia-se 

a lavagem por mais vezes ou aplicava-se o tratamento com  pepsina: 

1. Incubava-se a lâmina em solução com 50 µl de pepsina/100 ml, 0,01 M HCl, 

ph 2,3, a 37°C. 

2. Incubava-se em 1x PBS por 5 minutos, por três vezes. 

Depois de gotejado o material, as lâminas foram desidratadas em etanol 

(70%, 90% e 100%, cada um por três minutos), e então incubadas a 60°C por 

uma hora, ou por uma noite a 37°C. Após isso, as lâminas foram utilizadas para 

a hibridização. 
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2.4 EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZAÇÃO IN SITU COM FLUORESCÊNCIA 

(FISH) INTERFÁSICO. 

2.4.1 Sondas 

Foram utilizadas sondas comerciais da marca Abbott Molecular (Illinois, 

EUA). As sondas foram utilizadas em experimentos dual-colors, utilizando-se 

dois fluoróforos distintos: SpectroRed e SpectroGreen.  No experimento para 

detecção de aneuplodias do cromossomo 17 e rearranjos envolvendo o gene 

tp53, utilizamos as sondas específicas para o centrômero do 17 (Vysis CEP 17 

17p11.1-q11.1 Alpha Satellite) e para 17p13.1 (Vysis LSI TP53), 

respectivamente. 

 

2.4.2 Hibridização 

Foram seguidas as instruções do fabricante (Abbott Molecular): 

1. Em um eppendorf, as sondas foram misturadas ao tampão de 

hibridização: 7 µl de tampão,  1 µl de sonda e 2 µl de água 

deionizada. 

2. O material foi misturado no vortex por 5 segundos e centrifugado. 

3. As sondas foram desnaturadas em banho-maria a 73oC por 10 

minutos. 

4. Após sua desnaturação (5 minutos em formamida a 70% a 73oC), as 

lâminas foram desidratadas em bateria de alcoóis (etanol 70% 

gelado, 4 minutos, 70%, 90% e 90%, temperatura ambiente, 2 

minutos cada, e 100% temperatura ambiente, 4 minutos). 
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5. Depois da evaporação total do álcool, as lâminas foram colocadas 

em placa quente a 50oC, e despejou-se 10 µl de solução de 

hibridização (tampão e sondas). 

6. Após dois minutos, as lâminas foram retiradas da placa quente. Uma 

lamínula foi colocada sobre o material e as lâminas foram incubadas 

em recipiente fechado a 42oC por 45 minutos. 

 

2.4.3 Lavagem de Estringência 

Após a incubação e retirada das lamínulas, as lâminas foram incubadas 

em 0.4xSSC/0.3% Tween a 73oC por dois minutos. Em seguida, as lâminas 

permaneceram por ums minuto em 2xSSC/0,1% Tween. As lâminas foram 

então coradas em DAPI e cerca de 10 µl de antifade foram aplicados em cada 

lâmina. Uma lamínula de 24mmx24mm foi colocada sobre o material. As 

lâminas foram mantidas em geladeira até a análise ao microscópio. 

 

2.4.4 Análises dos experimentos do FISH Interfásico 

A análise dos experimentos de FISH foi feita com objetiva de imersão 

em microscópio de fluorescência IMAGER acoplado a uma câmera digital. A 

captura de imagens foi feita com o auxílio do programa AXIOVISION. Usando 

os critérios de HOPMAN ET AL.(1994) apud CARLSON ET AL. (2000), foram 

analisados 40 núcleos intactos de 3 a 5 áreas separadas (120 a 200 núcleos no 

total). Regiões com background ou que não exibiam pelo menos um sinal de 

hibridização não foram consideradas. 
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2.4.5 Análises Estatísticas 

Foram utilizados os programas EpiInfo 2000 e Microsoft Excel 2010 para 

o armazenamento das informações na forma de bancos de dados, bem como 

para realização da análise estatística descritiva das amostras, demonstrando 

os indicadores epidemiológicos na forma de frequências, percentuais, 

representações tabulares e gráficas a partir da investigação feita, traçando 

assim o perfil do grupo pesquisado. 

Foram aplicados os testes estatísticos Exato de Fisher e ANOVA 

(Análise de Variância) para 1 critério, para comparação entre as frequências e 

as médias dos escores de cada grupo, respectivamente, observado possíveis 

diferenças estatísticas significantes. Adicionalmente, foram realizadas as 

Correlações de Spearman e Linear de Pearson, para verificar a possível 

existência de associações entre as variáveis estudadas nas amostras.  

Em todos os testes, foi utilizado o software estatístico Bioestat 5.0 

(AYRES ET AL., 2009), com nível de significância 5% e poder do Teste de 80%, 

com a finalidade de garantir a detecção das diferenças estatisticamente 

significantes. 

 

2.5  EXTRAÇÃO DE DNA DE TECIDO TUMORAL 

Primeiramente as amostras de tecidos tumorais foram congelados em 

nitrogênio líquido, macerados e posteriormente homogeneizados em tampão 

de extração e digeridos com proteinase K. Após esta digestão o DNA foi 

extraído com fenol/clorofórmio e precipitado com etanol. O DNA foi dissolvido 

com tampão TE e conservado em freezer (SAMBROOK ET AL, 1989). 
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2.6 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

De acordo com PAVARINO-BERTELLI ET AL. (2002), que classificam como 

região de hot spot aquela compreendida entre os éxons 4 e 10, foram 

desenhados e sintetizados primers específicos para os éxons 4, 5, 7, 8, 9 e 10, 

com o auxílio do Banco de Dados do MegaBlast (NCBI) e Primer3Plus (tabela 

II). Após a extração de amostras de DNA, foram feitas reações de PCR, 

utilizando-se esses primers, realizando-se uma desnaturação inicial a 95oC por 

5 minutos, seguida de ciclos repetidos por 35 vezes: desnaturação a 95oC por 

1 minuto; anelamento dos iniciadores; extensão a 72oC por 1 minuto, extensão 

final a 72oC por 7 minutos. 

 

2.7  ANÁLISE DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE FITA 

SIMPLES (SSCP) 

O produto das amplificações foi submetido à técnica descrita por ORITA 

ET AL. (1989). Resumidamente, um volume de 5l do produto final do PCR foi 

adicionado a 4l do corante; após a desnaturação a 95C por 5 minutos, a 

amostra foi transferida para gelo e posteriormente aplicada em gel de 

poliacrilamida com concentração que variando de 8% a 10%, dependendo do 

éxon a ser analisado (tabela II). A corrida foi realizada em tampão BTE 1x 

durante aproximadamente 4 a 12 horas com a voltagem de 100 V ou 240 V. O 

gel foi corado com prata, de acordo com a técnica descrita por OTO ET AL., 

1993. 
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Tabela II: Sequência dos primers forward e reverse utilizados na amplificação dos éxons 4, 5, 7, 8, 9 e 10 
por PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Éxon Sentido Sequência 

4 Forward TTTCACCCATCTACAGTCCC 

Reverse CATTGAAGTCTCATGGAAGC 

5 Forward AACCAGCCCTGTCCGTCTC 

 Reverse TTCACTTGTGCCCTGACTT 

7 Forward TGCTTGCCACAGGTCT 

 Reverse ACAGCAGGCAGTGT 

8 Forward CCACCGCTTCTTGTCCTGC 

 Reverse CCTACTGCCTCTTTGCTTC 

9 Forward AGGGTGCAGTTATGCCTCAG 

 Reverse ACTTGATAAGAGGTCC 

10 Forward CTGAGGCACAAGAATCAC 

 Reverse TCCTATGGCTTTCCAACC 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZAÇÃO IN SITU 

As sondas utilizadas produziram sinais claramente detectáveis e de fácil 

interpretação. A utilização de experimentos empregando-se duas sondas 

simultaneamente permitiu um melhor controle acerca do comportamento do 

cromossomo 17. Nas figuras 9 e 10 apresentamos imagens representativas 

das hibridizações em núcleos interfásicos e em metáfases encontradas em 

alguns casos, respectivamente. 

O número de núcleos analisados por caso variou de 120 a 200, de 

acordo com o estado de cada uma das lâminas empregadas nos experimentos 

de hibridização in situ. As diferentes combinações de números de sinais em 

cada núcleo e experimento foram agrupadas em três classes diferentes, sendo 

considerados normais os núcleos que apresentaram dois sinais de cada uma 

das sondas utilizadas (Tabela III). A ausência de um sinal foi considerada como 

deleção do segmento ou cromossomo em questão. A presença demais de dois 

sinais foi considerada como trissomia ou amplificação do segmento em 

questão.  

Os resultados referentes ao gene TP53 e à sonda do centrômero do 

cromossomo17 indicaram uma pequena variação de marcações entre os casos 

analisados. Os núcleos normais, com duas marcações de cada sonda, foram a 

situação com maior porcentagem em todos os casos, com exceção dos casos 

CSN114 (apenas 9%), CSN146 (36%) e 209 (7%). Nesses casos, as situações 

mais comuns foram a presença de dois cromossomos 17, mas deleção de 

cópias do TP53 (CSN114) ou presença de mais de duas cópias do 
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cromossomo 17 e duas cópias do TP53 (CSN 146) ou mais de duas cópias do 

cromossomo 7, porém menos que duas cópias do TP53 (CSN 

209).Considerando as classes com núcleos com menos que dois sinais do 

TP53 como deleções permite considerar esse rearranjo como o mais 

observado em todas as amostras, seguido de ganho do cromossomo 17 

(presença de mais de dois sinais da sonda centromérica (Tabela III). 

 

Tabela III: Ordenação dos dados obtidos do FISH interfásico para análises estatísticas 
AMOSTRA SEXO IDADE GRAU TP53=2 TP53 

<2 
TP53 

>2 
COM CÉLS 

ALTERADAS 
HISTOPATOLOGICO 

5 F 9 I 91 8 1 9 ASTROCITOMA 
PILOCITICO 

108 M 20 I 77 19 4 23 ASTROCITOMA SUB-
EPENDIMÁRIO DE CÉLS 

GIGANTES 

116 F 3 I 68 31 1 32 ASTROCITOMA 
PILOCÍTICO 

10 F 12 II 68 27 5 32 ASTROCITOMA FIBRILAR 

209 M 32 II 24 1 75 76 ASTROCITOMA FIBRILAR 

31 F 55 III 68 21 11 32 ASTROCITOMA 
ANAPLÁSICO 

88 F 63 III 44 33 23 56 OLIGOASTROCITOMA 
ANAPLASICO 

146 F 31 III 37 42 21 63 ASTROCITOMA 
ANAPLÁSICO 

017 F 64 IV 74 5 27 32 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

021 M 3 IV 77 4 19 23 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

 101 M   79 IV 68 13 19 32 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

104 M 54 IV 75 3 22 25 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

114 M 58 IV 31 6 63 69 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

154 M 43 IV 45 18 37 55 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

14 F 68 IV 60 32 8 40 GLIOBLASTOMA 
MULTIFORME 

 

 

3.2 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

A Estatística Descritiva está apresentada no anexo III. A correlação 

linear de Pearson, para dados paramétricos, verificou que não existe 

associação entre as variáveis estudadas para a amostra. É possível afirmar 

que nestes casos, a idade em anos dos indivíduos não se mostrou associada 
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ao grau de malignidade, mesmo considerando a grande variação da amplitude 

total verificada para a característica “idade” na amostra (76 anos). 

 

 

Figura 09 – Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas específicas para o lócus TP53 

(vermelho) e o centrômero do cromossomo 17 (verde). Ambos os núcleos e a metáfase apresentaram número normal 

de marcações: duas do TP53 e duas do centrômero do cromossomo 17. 
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Figura 10 – Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas específicas para o lócus TP53 
(vermelho) e o centrômero do cromossomo 17 (verde), mostrando núcleos normais, com deleções do cromossomo 17 
ou apenas do TP53, e trissomia do 17. 

 

Para verificar o grau de associação de duas características onde pelo 

menos uma é mensurada a nível ordinal, ou seja, se a variação de uma delas 

interfere no comportamento da outra, utilizamos a correlação de Spearman. 

Observou-se uma correlação moderada, na qual as variáveis estão 

positivamente associadas, ou seja, quanto maior o número de células com 

amplificação, maior o grau de malignidade. 

Em relação ao Teste Exato de Fisher para comparação entre as 

freqüências dos graus de malignidade de acordo com o sexo. p=0,6573, as 

diferenças não foram significantes, e as freqüências são iguais (figura 11). 
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Figura 11: Gráfico mostrando a relação entre os graus de malignidade e o sexo do paciente. 

 
 

 Os resultados da análise de variância para comparação entre as médias 

de células em cada grupo são demonstradas nas figuras 12 a 15, comparando 

dados como a percentagem de células normais em relação à idade (figura 12) 

e percentagem de células normais ou alteradas em relação à malignidade 

(figuras 13 a 15). 
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Figura 12: Análise de Variância comparando as médias de células normais de acordo com o 
grau de malignidade. 

 
 
 

 
Figura 13: Análise de Variância comparando as médias de células com alterações de acordo 
com o grau de malignidade 
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Figura 14: Análise de Variância da média de células com deleções do TP53 de acordo com o 
grau de malignidade. 

 
 
 

 
Figura 15: Análise de Variância da média de células com amplificações do TP53 de acordo 
com o grau de malignidade. 
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3.3 EXPERIMENTOS DE SSCP 

De 15 amostras coletadas, doze apresentaram resultados positivos para 

a análise de PCR-SSCP. Dessas, três eram de baixa malignidade (CSN010, 

CSN108 e CSN116) e nove de alta malignidade (CSN014, CSN017, CSN021, 

CSN031, CSN088, CSN101, CSN104, CSN146 e CSN154). Em todas elas, 

foram analisados os exons 4, 5, 7, 8, 9 e 10, consideradas regiões hot spot em 

relação a mutações no gene TP53. As amostras CSN005, CSN146 e CSN209 

não apresentaram resultados positivos nas reações de PCR que permitissem 

sua análise por PCR-SSCP.  

Apenas três éxons apresentaram indícios de alterações pela técnica de 

PCR-SSCP nas amostras analisadas: 5,7 e 10 (Tabela VI). Essas alterações 

foram observadas em gliomas com alto grau de malignidade (III e IV), sendo 

em dois glioblastomas multiformes  (CSN014, éxons 5 e 10; CSN101, éxon 5) e 

dois astrocitomas anaplásicos de grau III (CSN031, éxons 5 e 7; CSN146, éxon 

7) . Nenhuma amostra de baixa malignidade apresentou alterações nos éxons 

analisados, assim como dois dos quatro glioblastomas multiformes analisados.  

Nas figuras 16, 17, 18 e 19 mostramos o resultado dos géis de 

poliacrilamida para um éxon sem alterações em nenhuma das amostras (figura 

16, éxon 4), e dos três éxons que apresentaram alterações (éxons 5, 7 e 10 

nas figuras 17, 18 e 19, respectivamente). 
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Tabela IV: Resultado das análises por SSCP (amostras CSN005, CSN114 e CSN209 não foram incluídos na análise 
por problemas técnicos). 

CSN GRAU HISTOPATOLÓGICO Exons Alterações 

116 I Astrocitoma Pilocítico 4,5,7,8,9,10 - 

108 I Astrocitoma Sub-ependimário de Céls Gigantes 7,8 - 

10 II Astrocitoma Fibrilar 4,5,7,8,9,10 - 

31 III Astrocitoma Anaplásico 4,5,7,8,9,10 5 e 7 

88 III Oligo-astrocitoma Anaplásico 
 

- 

146 III Astrocitoma Anaplásico 4,5,7,8,9,10  7 

14 IV Glioblastoma Multiforme  4,5,7,8,9,10 5 e 10 

17 IV Glioblastoma Multiforme  4,5,7,8,9,10 - 

21 IV Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 - 

101 IV Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9 5 

104 IV Glioblastoma Multiforme 
 

- 

154 IV Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 - 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 16 – Gel de poliacrilamida exemplificando um éxon sem alterações em nenhuma das amostras (éxon 4). As 
amostras em itálico e sublinhadas correspondem aos tumores de graus I e II, enquanto o restante corresponde aos 
graus III e IV. 
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Figura 17 – Gel de poliacrilamida do éxon 5. As amostras em itálico e sublinhadas correspondem aos tumores de graus 
I e II, enquanto o restante corresponde aos graus III e IV. As amostras CSN014, CSN031 e CSN101 apresentaram 
alterações no padrão de bandas (setas). 
 

 

 

 

Figura 18 – Gel de poliacrilamida do éxon  7. As amostras em itálico e sublinhadas correspondem aos tumores de 
graus I e II, enquanto o restante corresponde aos graus III e IV. O padrão de três bandas foi observado em todas as 
amostras, com exceção da CSN014 (seta) que apresentou uma banda extra. 

 

 

 

Figura 19– Gel de poliacrilamida do éxon 10. As amostras em itálico e sublinhadas correspondem aos tumores de 
graus I e II, enquanto o restante corresponde aos graus III e IV. O padrão de três bandas foi observado em todas as 
amostras, com exceção da CSN014 (seta) que apresentou uma banda extra. 
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3. DISCUSSÃO 

Os gliomas representam um grupo de neoplasias que tem origem em 

células de sustentação do sistema de nervoso central e que representam a 

grande maioria dos tumores encefálicos atingindo pacientes da terceira a 

sétima décadas de vida, grande parte deles numa fase altamente produtiva, 

cuja sobrevida pós-operatória, esta relacionado a características moleculares, 

histológicas, idade e desempenho neurológico (FELSBERG ET AL., 2009).  

Em gliomas de baixo grau (I e II) poucas alterações genéticas têm sido 

identificadas. Três grupos de alterações genéticas podem ser caracterizados 

nestes tumores: 1) com mutação no TP53 e  IDH1/2 (32%), estes mais comuns 

nos astrocitomas difusos; 2) com LOH 1p19q e mutação no IDH1/2 (37%)  mais 

frequentes nos  oligodendrogliomas; e 3) um grupo com somente mutação no 

IDH1/2  (17%). A maioria dos astrocitomas pilocíticos são citogeneticamente 

normais (KIM ET AL., 2010). 

O projeto Cancer Genome Atlas tem revelado dados da expressão do 

mRNA e números de copias de  DNA alterados em um número significativo de 

glioblastomas multiformes. A combinação de todas as deleções homozigotas, 

amplificações focais e substituições de nucleotídeos revelaram três grandes 

vias que afetam uma grande percetagem dos GBMs: 1) Via do receptor da 

tirosina quinase (88%); 2) via do TP53 (87%); e 3) via de pRB (78%) (LINDA ET 

AL, 2011). A via do TP53 é muito importante na apoptose, senescência e 

parada do ciclo celular em resposta a lesão do DNA. 

A classificação atual dos gliomas é baseada em sua aparência 

histológica, o que não é suficiente em muitas situações para definir com 



50 
 

perfeição os subtipos destes tumores o que poderia ser melhorado se a 

classificação for baseada em similaridades do perfil de expressão dos genes. 

Mutações podem ocorrer por todo o comprimento do gene TP53; 

entretanto, mutações no segmento incluído entre os éxons 5 e 8 representam 

94, 2% de todas as mutações somáticas registradas no banco de dados do 

International Agency for Research on Cancer (PETITJEAN ET AL., 2007). No 

presente estudo, incluímos a análise dos éxons 4 a 10 do gene TP53, através 

da técnica de PCR-SSCP, com o intuito de detectar a ocorrência de mutações. 

Mutações podem ocorrer também como alterações no número de cópias 

do gene TP53, que podem ser perdidas por deleção, ou amplificadas pela 

ocorrência do ganho de cópias extras do cromossomo 17. As análises por FISH 

interfásico revelaram a ocorrência de ambos os casos – perdas ou ganhos de 

cópias – e as análises estatísticas buscaram a existência de algum significado 

dessas alterações com o grau de malignidade ou outra variável importante, 

como sexo, idade ou sobrevida dos pacientes. 

Em relação à idade, a faixa etária foi variável entre 3 e 79 anos com 

uma mediana de 37.5. No cruzamento entre idade e células alteradas 

concluímos que a idade em anos não se mostrou associada ao grau de 

malignidade, ainda que considerando a grande amplitude total da amostra, o 

que vai de encontro a estudos de outros autores como LINDA ET AL (2011), e 

OHGAKI e KLEIHUES (2009), nos quais o fator idade aponta pior prognósticos 

para aqueles acima de 50 anos. Um fato de nossa casuística que talvez tenha 

levando a esta divergente conclusão seria que das 14 amostras, dois casos 

são referentes a pacientes muito jovens de três anos de idade, o que não é 

freqüente nas casuísticas em geral. STARK ET AL (2003) avaliaram 143 
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pacientes portadores de glioblastoma multiforme, os quais foram divididos de 

acordo com a idade (menos de 40 anos, entre 40 e 60 anos e acima de 60 

anos), mensurando as proteínas p53, mdm-2 e EGFR, sendo observado que 

a expressão da p53 diminui conforme o aumento da idade enquanto as outras 

proteínas aumentaram suas expressões. 

Segundo o Teste Exato de Fisher comparando a freqüência do grau de 

malignidade com o sexo, verificou-se não haver importância significativa.      

Parece não haver hipóteses biológicas que corroborem um substrato teórico 

necessário para o desenvolvimento de estudos mais específicos relativos à 

relação do sexo nesta temática. 

Núcleos normais com duas marcações representam a maioria, exceto 

em dois casos de GBM e um caso de astrocitoma grau II. As deleções 

corresponderam à alteração numérica mais observada em todas as amostras, 

seguido de amplificação. A aplicação do teste de Spearman revelou a 

inexistência de correlação entre a percentagem de células com deleção do 

TP53 e a maior malignidade dos tumores. Entretanto, esta alteração foi 

encontrada com maior freqüência nos paciente portadores de astrocitomas de 

grau intermediário (III). Considerando todas as células alteradas, o grau III foi 

o que apresentou o maior número quando comparados aos graus I, II e IV, 

valendo ressaltar que as alterações foram identificadas em todos os graus. 

Não há explicação alicerçada em hipóteses biológicas que justifiquem essa 

predominância, devendo ser levado em conta o pequeno número deste 

subtipo histológico na amostra estudada, o que pode ter produzido um viés 

estatístico. 
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As amostras classificadas como benignas (graus I e II) se comportaram 

como um grupo homogêneo tanto nas análises estatísticas (menor número de 

alterações nas cópias do gene TP53) como nas análises por PCR-SSC, na 

qual não se detectaram polimorfismos relacionados a possíveis mutações 

(apesar de, nessa técnica, apenas três das cinco amostras benignas terem sido 

analisadas, por problemas técnicos). Entretanto, a análise do histórico dos 

pacientes mostrou que, entre esses três casos benignos, um permaneceu 

benigno, enquanto dois evoluíram para malignidade no período observado. 

Assim, aparentemente, a possibilidade de malignização parece ser 

independente de mutações no número de cópias ou nos éxons analisados do 

TP53.  

Apenas três éxons apresentaram indícios de alterações pela técnica de 

PCR-SSCP nas amostras analisadas: 5, 7 e 10. Essas alterações foram 

observadas em gliomas com alto grau de malignidade (III e IV), sendo dois 

glioblastomas multiformes (CSN014, éxons 5 e 10; CSN101, éxon 5) e dois 

astrocitomas anaplásicos de grau III (CSN031, éxons 5 e 7; CSN146, éxon 7). 

Apesar disso, os pacientes do grupo de tumores malignos evoluíram todos para 

óbito num tempo máximo de 16 meses, após tratamento cirúrgico, radio e 

quimioterápico. Entretanto, aqueles onde foram observadas alterações, 

corresponderam aos pacientes de menor sobrevida após tratamentos, 

permitindo uma associação entre a presença de mutações nos exons 5, 7 e 10 

com uma maior agressividade tumoral. Com exceção do éxon 10, os éxons que 

apresentaram mutações estão contidos na região onde mais de 90% das 

mutações desse gene estão localizadas (PETITJEAN ET AL., 2007). Uma menor 

sobrevida em pacientes apresentando mutações nos éxons de 5 a 8 também 
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foi observada em casos de tumores de ovário (WEN ET AL., 2000), o que reforça 

a maior agressividade de tumores com alterações na seqüência de 

nucleotídeos do gene TP53. 

No trabalho de VON DEIMLING ET AL (1994) foi avaliado o gene TP53 em 

22 astrocitomas grau II e III, sendo observadas mutações em três dos oito 

tumores grau II e em quatro  dos quatorze grau III, concluindo que mutações 

neste gene não são restritas aos grau IV, corroborando com a afirmação de 

que alterações da via p53 são um evento genético precoce na gênese deste 

tipo de tumor, o que também foi demonstrado em nosso estudo. 

Um outro estudo (LOUIS E CAVENEE, 2003) revisou a biologia molecular 

dos tumores do SNC onde observaram que as alterações no gene TP53 estão 

presentes em estágios precoces da tumorigênese dos astrocitomas em 

aproximadamente 30% dos casos, também em concordância com nossos 

resultados, sugerindo que a inativação desta molécula é importante na 

formação e evolução de tumores de baixo grau. 

Um aspecto interessante que pode justificar resultados divergentes em 

trabalhos de vários autores é que a expressão da p53 pode ser diferente em 

populações distintas, dependendo da área geográfica estudada, o que pode 

acontecer por existirem diversos fatores mutagênicos ambientais em diversas 

regiões do mundo (SHIELDS E HARRIS, 1991). Como exemplo, um estudo 

genético de DAS ET AL (2002) avaliou a incidência de GBM na população 

asiática, haja visto que a incidência desta patologia na população de Cingapura 

era apenas de 25% entre as neoplasias primárias do SNC, bem menor do que 

a média mundial de 40 a 60%. Neste estudo foram analisados os genes EGFR, 

MDM-2, PDGRF-ALFA, a proteína p53 e o gene TP53 em 39 pacientes 
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asiáticos portadores de GBM, e os resultados sugeriram que ambas as vias 

genéticas, tanto para GBM primários quanto para secundário estavam 

presentes na maioria dos tumores, sugerindo um modelo de carcinogênese do 

GBM diferente da população mundial. 

A detecção de modificações tanto no número de cópias como na 

seqüência do gene TP53 no presente estudo, e em vários outros estudos 

realizados não só com tumores de sistema nervoso central, mostra que a 

importância de alterações nesse gene, e conseqüentemente na proteína TP53, 

é fundamental no processo de carcinogênese. Entretanto, mesmo com o 

grande número de estudos, com diferentes metodologias e diferentes tipos 

tumorais, ainda não se foi obtido uma definição da relação entre as distintas 

alterações do gene TP53 e o estadiamento ou agressividade tumoral. Apesar 

da sugestão de KLEIHUES E CAVENEE (2000) de que a classificação de tumores 

de sistema nervoso central deva incluir aspectos relacionados com alterações 

no TP53, até o momento não há uma compilação de dados referentes a essas 

alterações que associem indubitavelmente certos tipos de alterações com 

determinados tipos tumorais ou graus de malignidade. 
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4. CONCLUSÕES 

- Alterações no número de cópias do gene TP53 foram encontradas em 

amostras correspondendo a todos os graus de malignidade, sugerindo uma 

participação dessas alterações desde o início do processo de malignização. 

 

- Tumores de grau III apresentaram a maior freqüência de alterações 

numéricas do gene TP53, sugerindo uma via de malignização alternativa entre 

graus III e IV. 

 

- Não houve correspondência entre alterações no número de cópias do gene 

TP53 e o sexo, idade ou grau de malignidade tumoral em gliomas. 

 

- Os éxons 5, 7 e 10 apresentaram-se polimórficos na amostra. Não houve 

correlação entre alterações nesses exons e malignidade tumoral. Entretanto, as 

amostras polimórficas corresponderam a pacientes com menor tempo de 

sobrevida após o tratamento, sugerindo uma ligação entre a presença dessas 

alterações e a agressividade tumoral. 
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Anexo III: Estatística Descritiva 

EM RELAÇÃO À IDADE 
 
Tamanho da amostra = 14 
Mínimo   3.00 
Máximo   79.00 
Amplitude Total  76.00 
Mediana   37.50 
Média Aritmética  38.29 
Variância   678.99 
Desvio Padrão   26.06 
Erro Padrão   6.96 
Coeficiente de Variação68.06% 
 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CÉLULAS NORMAIS 
 
Tamanho da amostra = 14 
Mínimo   24.00 
Máximo   91.00 
Amplitude Total  67.00 
Mediana   68.00 
Média Aritmética  62.57 
Variância   340.73 
Desvio Padrão   18.46 
Erro Padrão   4.9333 
Coeficiente de Variação29.50% 
 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CÉLULAS COM ALTERAÇÕES 
 
Tamanho da amostra =  14 
Mínimo   9.00 
Máximo   76.00 
Amplitude Total  67.00 
Mediana   32.00 
Média Aritmética  37.86 
Variância   332.75 
Desvio Padrão   18.24 
Erro Padrão   4.88 
Coeficiente de Variação48.18% 
 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CÉLULAS COM DELEÇÃO 
 
Tamanho da amostra =  14 
Mínimo   1.00 
Máximo   42.00 
Amplitude Total  41.00 
Mediana   18.50 
Média Aritmética  18.36 
Variância   173.79 
Desvio Padrão   13.18 
Erro Padrão   3.52 
Coeficiente de Variação71.81% 
 
 
 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CÉLULAS COM AMPLIFICAÇÃO 
 
Tamanho da amostra =  14 
Mínimo   1.00 
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Máximo   75.00 
Amplitude Total  74.00 
Mediana   19.00 
Média Aritmética  19.50 
Variância   369.50 
Desvio Padrão   19.22 
Erro Padrão   5.14 
Coeficiente de Variação98.58% 

 
CORRELAÇÃO LINEAR DE PEARSON (PARA DADOS PARAMÉTRICOS) 
 
IDADE E NÚMERO DE CÉLULAS NORMAIS 
r (Pearson) = -0.2124 
p = 0.4659 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
 
IDADE E NÚMERO DE CÉLULAS ALTERADAS 
r (Pearson) = 0.2399 
p = 0.4087 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
 
IDADE E CÉLULAS COM DELEÇÃO 
r (Pearson) = 0.0154 
p = 0.9584 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
 
IDADE E CÉLULAS COM AMPLIFICAÇÃO 
r (Pearson) = 0.2172 
p = 0.4558 
 
CORRELAÇÃO DE SPEARMAN (PARA DADOS ORDINAIS, não distribuídos 
normalmente) 
 
GRAU DE MALIGNIDADE E NÚMERO DE CÉLULAS NORMAIS 
rs = -0,0878 
p = 0,7659 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
GRAU DE MALIGNIDADE E NÚMERO DE CÉLULAS COM ALTERAÇÕES 
rs = 0,1385 
p = 0,6368 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
GRAU DE MALIGNIDADE E NÚMERO DE CÉLULAS COM DELEÇÃO 
rs = -0.2174 
p = 0,4553 (SEM CORRELAÇÃO) 
 
GRAU DE MALIGNIDADE E NÚMERO DE CÉLULAS COM AMPLIFICAÇÃO 
n (pares) = 14 
r = 0,5562 
p = 0,0388 (CORRELAÇÃO MODERADA POSITIVA) 
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PARA COMPARAÇÃO ENTRE AS MÉDIAS DE CÉLULAS EM CADA GRUPO 
 
EM RELAÇÃO ÀS CÉLULAS NORMAIS 

GRAUS I E II GRAU III GRAU IV 

91 68 60 
77 44 74 
68 37 77 
68  68 
24  75 
  45 

Média=65,60 Média=50,00 Média=66,50 

F=0,9256; p=0,5724 
 
 
EM RELAÇÃO ÀS CÉLULAS ALTERADAS 

GRAUS I E II GRAU III GRAU IV 

9 32 40 
23 56 32 
32 63 23 
32  32 
  25 
  55 

Média=24,00 Média=50,33 Média=34,50 

F=8,2352; p=0,00095 
Teste de Tukey para comparar as médias individualmente 
Graus I e II ≠ Grau III: p < 0,05 
Graus I e III = Grau IV: p < 0,05 
Grau   III    ≠ Grau IV: p < 0,05 
 
 
EM RELAÇÃO ÀS CÉLULAS COM DELEÇÃO 

GRAUS I E II GRAU III GRAU IV 

8 21 32 
19 33 5 
31 42 4 
27  13 
1  3 
  18 

Média=17,20 Média=32,00 Média=12,50 

F=4,4681; p=0,0373 
Teste de Tukey para comparar as médias individualmente 
Graus I e II ≠ Grau III: p < 0,05 
Graus I e III = Grau IV: p < 0,05 
Grau   III    ≠ Grau IV: p < 0,05 

 
EM RELAÇÃO ÀS CÉLULAS COM AMPLIFICAÇÃO 

GRAUS I E II GRAU III GRAU IV 

1 11 8 
4 23 27 
1 21 19 
5  19 
  22 
  37 

Média=2,75 Média=18,33 Média=22,00 

F=8,2844; p=0,0078 
Teste de Tukey para comparar as médias individualmente 
Graus I e II ≠ Grau III: p < 0,05 
Graus I e III = Grau IV: p < 0,05 
Grau   III    ≠ Grau IV: p < 0,05 
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