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RESUMO

O cancer do sistema nervoso central representa 2% de todas as
neoplasias malignas na populacdo mundial e 23% dos casos de cancer infantil. No
Brasil, estimam-se 4.820 casos deste cancer em homens e 4.450 em mulheres para
0 ano de 2012. Os gliomas sao tumores do sistema nervoso central formados a
partir de células da glia e somam mais de 70% do tumores cerebrais. A propriedade
mais importante dos gliomas é sua capacidade de evasao imunoldgica. Idade, etnia,
género e ocupacgao podem ser considerados fatores de risco para o surgimento de
gliomas, e sdo duas vezes mais frequentes em afro-americanos. O astrocitoma € o
tumor glial mais frequente, constituindo cerca de 75% dos casos de gliomas. Estes
tumores sdo classificados em quatro graus, de acordo com a Organizacdo Mundial
de Saude. O DNA mitocondrial esta relacionado com o desenvolvimento e a
progressao de varios tipos de tumores. A mitocondria é responséavel pelo balanco
energético celular e esta envolvida no disparo da apoptose em resposta ao estresse
oxidativo. Mutacdes na D-LOOP podem alterar a taxa de replicacdo do DNA e
aumentar o risco do desenvolvimento do cancer. Neste estudo foram analisadas 29
amostras de astrocitoma classificados de acordo com a OMS. Nossos dados
sugerem que o0s astrocitomas de baixo grau podem estar relacionados a heranca
genética, tornando portadores de alguns polimorfismos ou mutacBes especificas,
mais suscetiveis ao risco de desenvolver a doenca, e os de alto grau podem estar
relacionados a exposicdo prolongada aos agentes cargindbgenos. Foram
identificados polimorfismos e mutagcbes onde alguns apresentaram relagcdo com o
risco do desenvolvimento de astrocitomas e com a progressdo da doenca. A
insercdo de dois ou mais nucleotideos nas regides de microssatélites pode causar
sua instabilidade e contribuir com o surgimento do cancer. A dele¢éo no sitio 16132
pode ser um marcador para astrocitoma de alto grau, assim como a insercao de
duas ou mais citosinas no sitio 16190 pode ser um marcador especifico para
astrocitomas. As mutacBes heteroplasmicas podem ser determinantes para o
surgimento e/ou progressao de astrocitomas de alto grau.

Palavras-chave: Astrocitoma; D-LOOP; mtDNA; SNC; Tumor Cerebral.



ABSTRACT

The central nervous system cancer represents 2% of all malignancies in
the world population and 23% of cases of childhood cancer. In Brazil, an estimated
4,820 cases of cancer in men and women in 4450 to the year 2012. Gliomas are
tumors of the central nervous system formed from glial cells, making up over 70% of
brain tumors. The most important property of gliomas is the ability of immune
evasion. Age, ethnicity, gender and occupation may be considered risk factors for the
development of gliomas, and are twice as common in African-Americans. The
astrocytoma is the most common glial tumor, constituting about 75% of cases of
gliomas. These tumors are classified into four levels according to the World Health
Organization. Mitochondrial DNA is related to the development and progression of
various types of tumors. Mitochondrion is responsible for cellular energy balance and
is involved in triggering apoptosis responding to oxidative stress. Mutations in D-
LOOP can change DNA replication rates and increase the developing cancer risk.
We analyzed 29 samples astrocytoma classified according to the WHO. Our data
suggest that low-grade astrocytomas may be related to genetic inheritance, making
some patients with specific mutations or polymorphisms more susceptible to the risk
of developing the disease, and high grade may be related to prolonged exposure to
carcinogenics. Polymorphisms and mutations have been identified which correlate
with some risk of developing astrocytomas and disease progression. The insertion of
two or more nucleotides at microsatellite regions may cause instability and contribute
to the cancer onset. Deletion at the site 16132 may be a high-grade astrocytoma
marker, as well as insertion of two or more cytosines to the site 16190 can be an
astrocytoma specific marker. Heteroplasmy may be decisive for the emergence and /
or progression of high-grade astrocytomas.

Keywords: Astrocytoma; D-LOOP; mtDNA; CNS; Brain Tumor.



SUMARIO

(N 270 510 07.Y @ 1RO 15
1.1 GLIOMAS ...ttt ettt ettt ettt e 19
1.2. ASTROCITOMAS . ... oottt ettt ettt ettt ettt e e e eaeeneaes 23
1.3. ASPECTOS MOLECULARES DO CANCER DE SNC......cccoveieeieeeeeeeeeeeeeee s 26
1.4. O DNA MITOCONDRIAL ...ttt ettt et et n e enees 29
1.4.1. REGIAO CONTROLE.......ciiiiteieteeeeeee ettt ettt eteesenneaeenens 32
2. OBJIETIVOS ...t ettt ettt ettt n et 39
2.1. OBIETIVO GERAL. ... oottt ettt ettt n e en e 39
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooviiiecee ettt ettt anee s 39
3. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt 40
3.1  AMOSTRAS ..ottt ettt ettt ettt 40
3.2. EXTRAGAO DE DNA ..ottt ettt ae e e e 41
3.3. REACAO DA CADEIA DA POLIMERASE (PCR) .....cooiueeie et 42
3.4. SEQUENCIAMENTO DO DNA ..ottt et 43
3.5. ANALISES ESTATISTICAS ....ooiiiiieecee ettt ettt ete e eaeanee s 44
4. RESULTADOS E DISCUSSAD ...ttt ettt 46
4.1. POLIMORFISMOS ...t oottt et n e n e, 51
4.2 MUTAGOES ..ottt ettt ettt ettt e et ne et et e e eaeeaenseaeeeenen, 54
4.2.1. MUTACOES HETEROPLASMICAS ..ottt oot 57
ST o0 N0l I U 17X @ 1O 60

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt 61



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Grafico de evolucdo da mortalidade por cancer no Brasil entre 0os anos de
1990 e 2009. Fonte: MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informagdo sobre
Mortalidade — SIM; MP/Fundacao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica —

IBGE; MS/INCA/ConpreVv/Divis80 de INTOrMAGAD. ..........vvrveeieiiiiiiieiiiiieieiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeees

Figura 2: Glioma angiocéntrico (grau l), caracterizado pelo acumulo perivascular de

células tumorais. Fonte: Frontal Cortex (2012) .......ccuuuiiiiieeeeiiiiiiiieiee e eeiieeee e

Figura 3: Imunossupressao por gliomas. Células de glioma secretam um namero de
diferentes mediadores imunossupressores que inibem a imunidade antitumoral em
seres humanos e roedores (MHC = complexo principal de histocompatibilidade, FasL
= proteina transmembrana ligante da familia dos fatores de necrose tumoral, IL =
interleucina, G-TsF = fator de supresséo de células T derivado de glioma, TGF- =
fator beta de crescimento de transformacéo, B7 = co-estimulador de linfdcitos).

Fonte: Fenstermaker e CieSielski (2004)...... ... e

Figura 4: (a) Astrocitoma Pilocitico (grau I); (b) astrocitoma difuso (grau Il); (c)
astrocitoma anaplasico (grau Ill) e (d) glioblastoma multiforme (grau 1V). Fonte:

adaptado de Ohgaki (2009).......ccooiiiiiiiiiii

Figura 5: Mitocondria com setas apontando varias copias de DNA mitocondrial.

Fonte: adaptado de Genebase (2012).Mitocondria com mtDNA.........cccoovveeiiiivieeiiiiinnnn.

Figura 6: Representacdo esquemética do mtDNA de mamiferos. A molécula de
cadeia dupla circular de ~16,5 kb contém uma Unica regido ndo codificante, a regido
de Displacement Loop (D loop), alberga os promotores para a transcricdo de ambas
as fitas mitocondriais (HSP e LSP) e a origem de replicagéo leading (OH). A origem
de replicacédo lagging (OL) é incorporada em um conjunto de genes de tRNA. Os
genes para as duas rRNAs (12S e 16S rRNA), 13 (mMRNAs ND1-6,ND4L, Cit b, COI-
lll, ATP6, e ATP8), e 22 tRNAs (F, V, L1, I,M,W , D, K, G, R, H, S1,L2, T, P, P, S2,
Y, C, N, A, e Q) sdo indicados na legenda. Fonte: Park e Larsson, 2011.Esquema do

INEDINA D8 MBI I OS .ttt e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e eaeenns

Figura 7: Diagrama da regido controle mostrando o flanqueamento dos genes
tRNApro e tRNAphe e a localizagdo das regides hipervariantes HVI e HVII. Fonte:

adaptado de PIinheiro (2003). ......coo i

Figura 8: Estimulos apoptéticos por via mitocondrial. Fonte: adaptado de Tait e

Green (2000). .o

Figura 9: Bloxplot utilizando o teste de Mann-Whitney ilustrando as medianas etéarias
e 0 desvio padrdo entre os dois géneros dos pacientes. Nao houve diferenca

significativa entre as medianas (P>0,05) ..o

Figura 10: Boxplot relacionando os graus de estadiamento tumoral e suas faixas

etarias com as respectivas medianas, quartis e erro-padrédo (graus l e lll).......ccccccceeenn,

.16

.32

.34

A7



Figura 11: Gréfico ilustrando a analise de variancia (ANOVA) entre os graus
tumorais e as médias etarias dos pacientes. Todas as comparacdes de um grau com
0 seguinte imediato N&0 foram SIgNIfICANTES..........ccooviiiiiiiiii 48

Figura 12: Boxplot utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov, ilustrando a distancia
significativa (p<0,05) das medianas etarias entre os tumores de baixo grau (I/1l) e de
alto grau (II/1V) de estadiamento. .........cooeeiiiiiiiii e 49

Figura 13: Cromatograma da regido do microssatélite 303-315 ilustrando a insercao
de uma citosina (reverso-complementar) N0 Sitio 310.........cccooeeieiiiiiii 51

Figura 14: Cromatogramas do sitio 073 ilustrando os alelos (a) selvagem e (b)
mutante e o polimorfismo A/G deste Sitio em destaque. ..........cccvvveiiiieeeeeiiiiiiieeee e 52

Figura 15: Cromatogramas do sitio 16190 ilustrando os alelos (a) selvagem e (b)
mutante, apés a delecdo da timina e a insercdo de duas citosinas no referido sitio......... 53

Figura 16: Cromatogramas do sitio 16519 ilustrando os alelos (a) selvagem e (b)
mutante do polimorfismo T/C no referido Sitio..............eeeiiiiiiiiiiii e 53

Figura 17: Cromatogramas do sitio 16132 ilustrando os alelos (a) selvagem e (b)
mutante apos a deleGa0 da tIMINA...........uuuiiiiiiieiiiie e e e e e e e 54

Figura 18: Bloxplot com teste de Kolmogorov-Smirnov comparando as medianas
etarias de tumores com e sem delegdo no sitio 16132 do mtDNA de pacientes com
=] 1[0 (] 2= USRS 55

Figura 19: Cromatogramas do sitio 16152 ilustrando a transversdo de T (a) para G
(b) ocorrida neste Sitio dO MEIDNA. ... .o 55

Figura 20: Cromatogramas do sitio 16125 onde ilustra a transverséo T:G do alelo (a)
normal para 0 (D) MUEANTE. ... 56

Figura 21: Cromatogramas do sitio 16276 ilustrando a transversdo C:A (em
destaque) do alelo (a) normal para 0 (D) MULANTE. .......ccceeviiiiiiiiiiie e 57

Figura 22: Cromatogramas ilustrando algumas das mutacdes heteroplasmicas
relatadas neste trabalho, presentes nos sitios (a) 16125 (T/G), (b) 16129 (A/C) e (c)
LB276 (G )i 59



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estimativas do 6nus global do cancer. Fonte: Adaptado de WCR (2008)......... 17
Tabela 2: Classificagéo dos Astrocitomas e grau de malignidade (WHO, 2007).............. 20

Tabela 3: Classificacdo histologica dos Astrocitomas - estimativa de sobrevida.

Fonte: Adaptado de WCR (2008) ........uuuuuummuuuiiiiiii s 24
Tabela 4: Caracterizacédo das amostras utilizadas neste trabalho...............cccoooeeeiiinnnnnnns 41
Tabela 5: Iniciadores utilizados nas PCRs deste trabalho ...............covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 43
Tabela 6: Iniciadores utilizados nas reagdes de sequenciamento .............evevveeeeeeeeeeeeennne. 44

Tabela 7: Classificacdo das amostras utilizadas neste trabalho em relacdo ao grau

de estadiamento dos tumores, género e mediana etaria.............ccccoeeeeeeii 47

Tabela 8: AlteracBes nucleotidicas encontradas durante o estudo e suas respectivas

SIGNIfICANCIAS ESTALISTICAS ... .vvveeeiiiie e e e e e e e e e e e e 50
Tabela 9: MutacGes heteroplasmicas observadas neste estudo...............evvvvvvevvvveeeeennnnne. 58
Anexo I: Termo de Consentimento Livre € ESClareCido........ccoeeeeevvvveiiiiiiiiee e 77

Anexo |I: Estadiamento Tumoral TMN (WCR, 2008)..........cuuuuurremmmereerieieieeeeeieieeeeeeeeeeeeene 78



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Anélise de Variancia

APAF1 Apoptotic protease activating factor 1 (fator-1 de ativacdo
protease-apoptotico)

APC Antigen-present cell (Células apresentadoras de antigenos)
ATP Adenosina trifosfato

B7 Co-estimulador de linfocitos

BHE Barreira Hematoencefélica

CCND1 Cyclin D1 (ciclina D1)

CDK4 Cyclin-Dependent Kinase 4 (Ciclina dependente de cinase 4)
CGIAE Coordenacédo Geral de Informacdes e Analise Epidemiolégica
Cit-b Citocromo b

c-myc Gene regulador que codifica fator de transcricéo

CO Citocromo oxidase (I a Ill)

DASIS Departamento de Andlise da Situacdo de Saude

D-LOOP Displacement LOOP (alca de deslocamento)

EGF Epidermal Growth Factor (fator de crescimento epidermal)
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor (receptor do fator de

crescimento epidermal)

FasL Fas Ligand (Proteina ligante da Fas)

GBM Glioblastoma Multiforme

G-TsF Fator de supressao da célula T-derivado de glioma

HBV Hepatitis B Virus (virus da hepatite B)

HLA Human Leukocyte Antigen (antigenos leucocitarios humanos)
HPV Human Papiloma Virus (virus do papiloma humano)

HV I/l Hipervariante I /Il



IARC

IBGE

INCA

KS

MDM2

MET

MHC

MS

MtDNA

MW

MYCN

NO

OH

oL

OMS

ROS

rRNA

SIM

SNC

SVS

TCF

TGF-a

International Agency for Research on Cancer (Agéncia

International de Pesquisa em Cancer)
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Interleucina

Instituto Nacional do Cancer
Kolmogorov-Smirnov

Murine Double Minute 2

Metabolic Equivalent of Task (Metabdlico de tarefa

equivalente)

Major Histocompatibility Complex (Complexo Principal de

histocompatibilidade)
Ministério da Saude
DNA mitocondrial
Mann-Whitney

V-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
neuroblastoma derived

Oxido Nitrico

Origin Heavy (Origem de replicagcédo da cadeia pesada)

Origin Light (Origem de replicagéo da cadeia leve)
Organizacao Mundial de Saude

Reactive Oxygen Species (espécies reativas de oxigénio)
RNA ribossomal

Sistema de Informacao sobre Mortalidade

Sistema Nervoso Central

Sistema de Vigilancia em Saude

Transcription Factor (fator de transcricao da familia TCF/LEF)

Fator a de crescimento e transformacao



TGF-B Fator B de crescimento e transformacao

TNF Tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral)

TP53 Tumor Protein 53 (Proteina tumoral 53)

tRNA RNA transportador

uUiCC Union for International Cancer Control (Unido pelo Controle

Internacional do Céancer)
WCR World Cancer Report (Relatério Mundial de Cancer)

WHO World Health Organization (Organizacdo Mundial de Saude)



15

1. INTRODUCAO

Cancer é um grupo de doencas que se caracteriza pela perda do controle
da divisdo celular e pela capacidade de invadir outras estruturas orgéanicas (INCA,
2012). E um termo genérico dado a um grande grupo de doencas que podem afetar
qgualquer parte do corpo (WHO, 2012).

Pode ser causado tanto por fatores externos ao organismo, COmo
substancias quimicas, irradiacdo, virus, etc. quanto por fatores internos, como
hormonios, condi¢cdes imunoldgicas e mutacbes genéticas. Os fatores causais
podem agir em conjunto ou em sequencia para iniciar e/ou promover 0 processo
carcinogénico. Em geral, dez ou mais anos se passam entre exposicées ou
mutacdes e a deteccdo do cancer e, na maioria das vezes, o cancer ndo é
hereditario (INCA, 2012). Existem apenas alguns raros casos que sao herdados, tal
como o retinoblastoma, um tipo de cancer de olho que ocorre em criancas. No
entanto, existem alguns fatores genéticos que tornam determinadas pessoas mais
sensiveis a acdo dos carcindbgenos ambientais, o que explica por que algumas delas
desenvolvem céncer e outras ndo, quando expostas a um mesmo carcin6geno
(INCA, 2012).

Uma caracteristica definidora de cancer € a rapida proliferacdo de células
anormais que crescem além de seus limites habituais, e que podem entdo invadir
partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros 6rgdos. Este processo é
referido como metastase estas sdo a principal causa de morte por cancer (WHO,
2012).

Ndo se trata de uma doenca moderna, claramente existe ha muitos
séculos. No entanto, € um fendbmeno mais comum no homem hoje em dia do que
anteriormente. Em grande parte, devido ao crescimento da populacdo mundial e a
idade relativamente avancada até a qual as pessoas atualmente vivem, ja que é
uma doenca mais comum em idosos do que em jovens (WCR, 2008). Outros fatores
que podem contribuir para o aumento das taxas de incidéncia sdo o surgimento e

desenvolvimento de novas tecnologias de diagndstico da doenca.

O céancer afeta a todos — os jovens e velhos, os ricos e pobres, homens,

mulheres e criancas — e representa um grande fardo para os doentes, familias e
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sociedades. E uma das principais causas de morte no mundo, particularmente nos

paises em desenvolvimento (WHO, 2012).

No entanto, muitas destas mortes poderiam ser evitadas. Mais de 30%
dos casos pode ser evitado através do estilo de vida saudavel ou por imunizacao
contra infec¢cbes por carcindgenos (HBV, HPV). Outros podem ser detectados cedo,
tratados e curados. Mesmo com cancer em estagio final, o sofrimento dos pacientes
pode ser aliviado com cuidados paliativos (WHO, 2012).

Segundo o INCA, no Brasil, as estimativas para o ano de 2012 nas taxas
brutas de incidéncia por 100 mil habitantes é de 518.510 novos casos, sendo 21.700
destes, na regido norte do pais. O INCA ainda estima a incidéncia de neoplasias
malignas para 2012 no Para em 113,21 casos para 100 mil homens e 137,28 casos
para cada 100 mil mulheres (INCA, 2012).

As taxas de mortalidade por cancer no Brasil, que subiam em média
0,22% ao ano na década de 90, passaram para um aumento anual de 0,3% entre
2000 e 2009 (INCA, 2012). Em 1990 tinha-se uma relacdo entre morbidade e
mortalidade de aproximadamente 9,9%, vinte anos depois, essa relacdo progrediu
consideravelmente para cerca de 15% (Figura 1) (INCA, 2012).

Mortalidade percentual por cancer no Brasil: entre 1990 e 2009.
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Figura 1: Grafico sobre evolucdo da taxa de mortalidade por cancer no Brasil entre 1990 e 2009.
Fonte: MS/SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informacdo sobre Mortalidade — SIM; MP/Fundacéo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE; MS/INCA/Conprev/Divisdo de Informacao.
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), através da
consolidacdo de dados de varios institutos de pesquisa publicados no World Cancer
Report (2008), a estimativa para o ano de 2030, sem levar em consideracdo um
aumento anual, é de 20 milh6es de novos casos acompanhados de 12,9 milhdes de
Obitos. Considerando um aumento anual de 1% na incidéncia, esses valores saltam
para 26,4 milhBes de novos casos acompanhados de 17 milhes de 6Obitos (Tabela
1). Em ambos os casos, a relagdo de morbi-mortalidade alcanca a impressionante
taxa de aproximadamente 64% (WCR, 2008).

Tabela 1: Estimativas do 6nus global do cancer.

Ano Obitos Incidéncia
Fonte _ _ _ Obs
Estimado (milhdes) (milhdes)
American Cancer
_ 2007 7.6 12.0 (@)
Society
IARC 2008 7.6 12.4
WHO 2005 7.6 - (@)
U.l.C.C. 2002 6.7 10.9
Globocan 2002 6.7 10.9
Institute of Medicine 2001 7.0 -
Mathers and Loncar 2030 11.5 -
IARC 2030 12.9 20.0 (b)
IARC 2030 17.0 26.4 (c)

(a): estimativa baseada em Globocan; (b): assume auséncia de mudanca na taxa; (c): assume
aumento de 1% ao ano na incidéncia. Fonte: Adaptado de WCR (2008).

O cancer do sistema nervoso central (SNC) representa, na populacao
mundial, aproximadamente, 2% de todas as neoplasias malignas (INCA, 2012). A
incidéncia de tumores cerebrais primarios esta estimada entre 7,2 a 12,5 por 100
milhdes de pessoas ao ano, também representando em torno de 2% de todos os

tumores primarios em adultos e 23% dos casos de céncer infantil. As taxas de
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incidéncia ndo apresentam grandes variacdes geograficas (MARIE e SHINJO,
2011).

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do
SNC em homens € o oitavo mais frequente na regido Centro-Oeste (6/100 mil). Nas
regides Sul (7/100 mil) e Nordeste (3/100 mil), ocupa a nona posi¢céo, enquanto, nas
regides Sudeste (6/100 mil) e Norte (2/100 mil), a décima posicdo. Para as mulheres,
€ o0 oitavo mais frequente nas regides Sul (6/100 mil) e Centro-Oeste (4/100 mil). O
décimo mais frequente na regido Norte (2/100 mil) e, nas regides Sudeste (5/100
mil) e Nordeste (3/100 mil), € 0 11° (INCA, 2012).

Para o ano de 2012, no pais, estima-se a incidéncia de 4.820 casos de
cancer do SNC em homens e 4.450 em mulheres. Esses valores correspondem a
um risco aproximado de 5 casos novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil
mulheres. E o Parad tem uma taxa estimada em 1,20 casos para cada 100 mil
homens e 1,14 casos para cada 100 mil mulheres em relacdo a essas neoplasias
malignas (INCA, 2012).

Os tumores cerebrais normalmente ficam limitados ao préprio cérebro e
raramente se espalham para outras partes do corpo. Aproximadamente 50% de
todos o0s tumores cerebrais primarios sao originados de células neurais
especializadas, as glias, e sdo denominados gliomas (NIETO-SAMPEDRO et al.,
2011).

Os principais tumores primarios que podem contribuir para o
desenvolvimento de metastase cerebral sdo os canceres de pulmdo, de mama e
melanomas. Este tipo de metastase frequentemente se manifesta em estagio
avancado na progressao da doenca e causa rapida deterioracdo na qualidade de
vida do paciente, inclusive prejuizo neurocognitivo (ZHANG e YU, 2011).

A distribuicdo e o tipo histolégico de tumores cerebrais diferem em
criancas e adultos. Em criangas, os tumores cerebrais mais frequentes surgem a
partir da fossa posterior do cranio, onde os tipos histolégicos mais comuns sao
meduloblastomas, espongioblastomas (incluindo astrocitoma cerebelar e glioma do
nervo optico) e ependimomas. Ja nos adultos, os tumores cerebrais mais comuns

sédo meningiomas e gliomas (HODGENS, 2007).
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1.1. GLIOMAS

Gliomas (Figura 2) sdo tumores do sistema nervoso que se desenvolvem
a partir de células da glia. A glia € uma unidade formada por varios tipos celulares e
tem como principal funcdo dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa
aos neurbnios. Essas células se encontram ao redor dos neurénios assim como em
meio aos axbnios neuronais. A maior parte das células gliais em termos quantitativos
pode ser encontrada na substancia branca encefdlica (VERKHRATKY e BUTT,
2007).

Os gliomas pertencem a um grupo de tumores diversos que afetam o
cérebro e a medula espinhal, conhecidos como neoplasmas do sistema nervoso
central (NIETO-SAMPEDRO et al., 2011).

Fonte: Frontal Cortex (2012)
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A glia € formada principalmente por quatro linhagens celulares: astrocitos,
oligodendrdcitos, microglia e epéndima. Sdo dessas células que as neoplasias se
originam. Os astrécitos desempenham funcdes muito importantes como a
sustentacao e a nutricdo dos neurénios. Os oligodendrdcitos sdo responsaveis pela
formacdo e manutencdo da bainha de mielina nos ax6nios do SNC. A microglia é a
primeira linha de defesa contra patdégenos invasores ou outro tipo de lesdo ao tecido
nervoso (RUBIO-PEREZ e MORILLAS-RUIZ, 2011). O epéndima tem a funcéo de
revestimento das cavidades ventriculares encefélicas e do canal medular, e participa
da dindmica do fluxo liquérico (MCHENRY, 1969).

Os gliomas somam mais de 70% dos tumores cerebrais humanos, e
destes, 0 mais frequente é o tipo histopatol6égico maligno classificado, segundo a
OMS, como Grau IV (Tabela 2). Existe uma tendéncia crescente na incidéncia de
gliomas em cidades desenvolvidas e industrializadas, onde alguns relatos indicam
uma taxa maior em caucasoides que em populacdes africanas ou asiaticas. Menos
de 3% dos pacientes diagnosticados com glioblastoma tém sobrevida de mais de
cinco anos, sendo considerada a idade avancada um fator significante e bastante
consistente no prognéstico (OHGAKI, 2009). Os gliomas localizados nos ganglios
basais (putamen ou globo pélido) e tdlamo sdo considerados de alto risco cirdrgico
(NISHIHARA et al., 2010)

Tabela 2: Classificacdo dos Astrocitomas e grau de malignidade (WHO, 2007)

Grau
| [l 11 v

Tumores Astrociticos

Astrocitoma subependimal de células
gigantes

Astrocitoma pilocitico ]

Astrocitoma pilomixdide [

Astrocitoma difuso [
Xanthoastrocitoma pleomorfico [

Astrocitoma anaplasico [
Glioblastoma [
Glioblastoma de células gigantes [

Gliossarcoma ]




21

A propriedade mais importante e letal de gliomas € sua capacidade de
evasdo imunoldégica. Gliomas cerebrais malignos sdo capazes de evitar e suprimir o
sistema imune. A evasdo do sistema imunoldgico ocorre em diferentes niveis de
reconhecimento do antigeno e ativacdo imunolégica. Em primeiro lugar, pela
limitacdo de sinalizacdo eficaz entre o glioma e as células do sistema imunolégico, a
células de glioma evitam a sua deteccdo por este sistema. Um componente
importante da eficiéncia da fuga imunoldgica é a complexidade do microambiente
autossustentavel dos gliomas. Estes geram varios mecanismos imunossupressores
(Figura 3) que atuam, simultaneamente, criando loops de feedback positivo que
aumentam os seus efeitos (NIETO-SAMPEDRO et al., 2011).

Celula T CD4+
11 IL-2 receptor o

B2

CelulaT CD8+
Py | 51,
1] Interferon-y
Ceﬂﬂxgg?ﬂma Microglia / Macréfago
1 TGF-p2 10

T G-TsF 11 B7
T_T FasL

Figura 3: Imunossupressdo por gliomas. Células de glioma secretam um numero de diferentes
mediadores imunossupressores que inibem a imunidade antitumoral em seres humanos e roedores
(MHC = complexo principal de histocompatibilidade, FasL = proteina transmembrana ligante da
familia dos fatores de necrose tumoral, IL = interleucina, G-TsF = fator de supresséo de células T
derivado de glioma, TGF-[3 = fator beta de crescimento de transformacéo, B7 = co-estimulador de
linfécitos). Fonte: Fenstermaker e Ciesielski (2004).
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Além da idade, fatores como etnia, género (FAN e PEZESHKPOUR, 1992)
e ocupacdo (WCR, 2008) podem ser considerados fatores de risco para o
surgimento de gliomas. Gliomas sdo duas vezes mais frequentes em afro-
americanos que em caucasoides e, de acordo com Ohgaki (2009), no leste europeu,
América do Norte e Austrdlia surgem de 6 a 11 novos casos de tumores cerebrais a
cada 100 mil pessoas todo ano em homens e de 4 a 11 em mulheres nos mesmos
modos. No mesmo estudo o autor revela um alto risco de desenvolvimento de
tumores cerebrais em certas ocupacoes, dentre as quais existe uma alta incidéncia
de gliomas em anatomistas, patologistas e embalsamadores, 0 que sugere relacéo
com o formaldeido. Zheng et al. (2001) apontam o risco de desenvolvimento de
glioma relacionado ao uso de plasticos, latex e produtos de arsénio, mercario e
petroleo. O INCA, em seu relatério anual denominado Vigilancia do Céancer
Relacionado ao Trabalho e ao Ambiente (2010), também relaciona a doenca
neoplasica ao risco ocupacional e lista fatores como exposicdo a radiacdo solar,
benzeno, xileno, tolueno, amianto, silica e radiacao ionizante. Por outro lado, ndo ha
indicativos que o uso prolongado de telefone celular aumente o risco de desenvolver

cancer do sistema nervoso (FREI et al., 2011).

Outros estudos mostram que casos de sindrome familial oncolégica estéo
associados a ocorréncia de gliomas, uma vez que, membros de familias de
pacientes com glioma podem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento deste tipo
tumoral do que a populacdo em geral (LOUIS et al., 2007). E relatado um alto risco
de incidéncia familial em astrocitomas, porém esse risco € nulo para outro tipo
histologico de tumor cerebral (MALMER et al., 1999). Outro estudo do mesmo grupo
sugere que a incidéncia familial ocorre em aproximadamente 5% dos casos de
glioma e destes, 1% tem a probabilidade de heranca autossémica dominante
(MALMER et al., 2001).
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1.2. ASTROCITOMAS

Astrocitoma € um tumor cerebral originario de células gliais denominadas
astrécitos, sendo o mais frequente tumor cerebral (MARIE e SHINJO, 2011), e
constituindo aproximadamente 75% dos casos de gliomas (POJO e COSTA, 2011).
O tumor astrocitico, em particular, causa um aumento anatémico caracteristico nos
hemisférios cerebrais dos pacientes, cuja média etaria prevalente é de
aproximadamente 37 anos (SANTOS et al.,, 2001) e o glioblastoma multiforme
(GBM), o astrocitoma de grau IV, € o mais maligno e frequente dentre eles (MARIE e
SHINJO, 2011).

Os tumores astrociticos sao classificados seguindo seu estadiamento,
avaliando o grau de malignidade a ser julgado conforme suas caracteristicas
histologicas e alteracdes genéticas, além de taxa de crescimento e a probabilidade
de se infiltrar para o tecido cerebral proximo (LOUIS et al., 2007). Foram distribuidos

em quatro graus de malignidade descritos abaixo:

Grau | — Astrocitoma Pilocitico — € um astrocitoma de crescimento lento
gue normalmente néo infiltra outras partes do sistema nervoso central. Os tumores
de grau | sdo biologicamente benignos e sua cura pode ser obtida através de
intervencdo cirargica (figura 4a).

Grau Il — Astrocitoma de Baixo Grau — também é relativamente de
crescimento lento, mas cresce mais rapido que o astrocitoma pilocitico (grau I). Pode
ou ndo invadir o tecido cerebral normal proximo e tende a reaparecer apds o
tratamento. Sao considerados neoplasias malignas de baixo grau que podem ocorrer
apos longo curso clinico (figura 4b).

Grau lll — Astrocitoma Anaplasico- este astrocitoma maligno cresce mais
rapido que os de grau Il. Invade tecidos cerebrais normais e reaparece ap0s o
tratamento. Apresentam anaplasia e aumento proliferativo comparados aos tumores

de grau Il, sendo fatais e levando rapidamente ao 6bito (figura 4c).

Grau IV — GBM - é 0 mais maligno e o de mais rapido crescimento dentre
0s astrocitomas. Muitos tipos celulares diferentes podem ser observados através de
microscopia no local do tumor, inclusive astrdcitos e oligodendrdcitos. Areas de
necrose também podem ser observadas no centro do tumor (figura 4d). E capaz de
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invadir rapidamente o tecido cerebral normal. Apresentam proliferacdo vascular e
necrose e, pelo fato de poderem ser resistentes a radio e a quimioterapia, 0s
pacientes tém uma sobrevida de menos de 12 meses (FURNARI, 2009) (Tabela 3).
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Figura 4: (a) Astrocnoma Pilocitico (grau 1); (b) aétrocﬁoma difuso (grau II) (c) astrocnoma anapla5|co
(grau 111) e (d) glioblastoma multiforme (grau V). Fonte: adaptado de Ohgaki (2009).

Tabela 3: Classificagcao histolc’)gica dos Astrocitomas e estimativa de sobrevida.

Critérios (feicbes)

histolégicos Nome Graduacgéo Sobrevida
1 critério, Astrocitoma difuso
geralmente atipias : Grau I > 5 anos
de baixo grau
nucleares
2 critérios,
gerﬁmtla:;?eztg)las Astrocitoma Grau llI 2 a5 anos
: anaplasico
mitoses
3 ou 4 critérios:
atipias, m'tONS €s, Glioblastoma
proliferacao . Grau IV <1ano
multiforme

vascular e/ou
necrose

Fonte: Adaptado de WCR (2008).
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Os GBM séo altamente invasivos e os padrdes de infiltracdo de células de
gliomas correspondem a reaquisicdo do comportamento migratorio primitivo das
células neoplasicas durante o desenvolvimento do cancer de SNC. Estas células de
glioma migram através do parénquima normal, aderem firmemente abaixo da
margem pial, cercam neurdnios e vasos (satelitose perineuronal e perivascular) e

migram através de trilhos da substancia branca (DIMOV et al., 2011).

O sistema imunolégico em pacientes com GBM se mostra altamente
suprimido, dificultando respostas antitumorais. GBM s&o altamente recorrentes
mesmo apos cirurgias, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, recidivando ou
desenvolvendo-se como GBM secundario. Os GBM secundarios sé&o
histologicamente indistinguiveis dos primarios sendo esta denominacao utilizada de
acordo com a origem do tumor. Os GBM secundarios originam-se de um astrocitoma
pré-existente de baixo grau enquanto que os primarios ja surgem como tal (também
chamados de “de novo”), ou seja, como tumores de alta malignidade Os
glioblastomas secundéarios sdo tumores mais raros, porém mais comuns em
pacientes jovens. Nas Ultimas décadas, as estratégias de tratamento para gliomas
mudaram muito pouco em razdo da compreensao limitada da biologia da doenca
(DIMOV et al., 2011).

A maioria das pessoas que desenvolve um tumor cerebral primario ndo
tem uma histéria familiar de tumores cerebrais, ou seja, mutacdes herdadas néo
parecem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de cancer cerebral.
Com a excecao da exposicao a radiacdo ionizante durante a terapia de radiacédo
para o tratamento de outros tipos de cancer, ndo existe uma associacao clara entre
a exposicao a outros fatores de risco ambientais e o desenvolvimento exclusivo de
tumores cerebrais. Parece que os tumores cerebrais priméarios se desenvolvem sem
nenhuma razdo aparente, e o papel de fatores ambientais, genéticos e certos tipos
de virus, no desenvolvimento destes tumores, continua a ser investigado (NIETO-
SAMPEDRO et al., 2011).

A maioria dos astrocitomas infiltrativos € anaplasica e os astrocitomas
ndo-anaplasicos possuem um crescimento lento, no qual o tempo entre o inicio dos
sintomas e o estabelecimento do diagndstico pode se dar em média em até 3 anos
(SANTOS et al., 2001).
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Em 50% dos pacientes, o inicio dos sintomas pode ser subito. Podem
ocorrer cefaléia, vomitos, astenia psicomotora, depressao da consciéncia, disfasia,

perda somatossensorial e danos no campo visual (INCA, 2012).

Estudos ja relataram alteracbes genéticas e citogenéticas em diversos
tipos de tumores cerebrais inclusive gliomas, porém, em tumores astrociticos, os
poucos estudos realizados até o momento relatam auséncia das mutacdes mais
comuns nos demais tipos tumorais (HODGSON, 2007). Por outro lado, Fukushima et
al. (2006) realizaram um estudo onde descrevem associacdo de alteragdes
genéticas de oncogenes e genes supressores de tumor com a génese tumoral dos

astrocitomas.

1.3. ASPECTOS MOLECULARES DO CANCER DE SNC

Os tumores cerebrais sdo uma das principais causas de mortalidade por
cancer e permanecem dificeis de curar, apesar dos avan¢cos em cirurgia e terapias
adjuvantes e estudos recentes estdo focados na analise molecular e celular da
massa tumoral. Os gliomas, sendo o tipo mais comum e mortal dos tumores
cerebrais (KLEIHUES et al.,, 2002), sao tipicamente compostos por células
morfologicamente diferentes que expressam uma grande variedade de marcadores
de linhagem neurais. Alguns gliomas, apesar de compartilharem morfologia e
fen6tipo semelhantes, podem ter progndstico e resposta ao tratamento muito
diferentes. Alteracdes de multiplos genes do ciclo celular e vias reguladoras
desempenham um papel importante na tumorigénese e agem na formacédo de
subtipos desse tumor (SINGH et al., 2003).

Assim, desde 1992 varios esforcos vém sendo feitos na éarea das
pesquisas em terapia génica, pois até o momento ndo existe nenhuma eficaz,
apesar dos tratamentos tradicionais, incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia
(CULVER et al., 1992).

Sabe-se que alguns fatores ambientais podem contribuir para a etiologia
do céancer, aceita-se também que as neoplasias sdo originadas através de um
processo de multiplos passos conduzidos por alteracBes de genes e selecdo clonal

da progénie variante, que vai adquirindo um comportamento progressivamente mais
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agressivo. Estas mutacdes ocorrem principalmente em duas classes de genes
celulares: os oncogenes e 0s genes supressores de tumor. A grande maioria das
mutacdes em cancer é somatica e presente apenas nas células tumorais. Uma
guantidade relativamente pequena dessas mutacdes pode estar presente na
linhagem germinativa dos individuos promovendo a predisposi¢cao a varios tipos de
cancer (CHO e FEARON, 1996).

Os oncogenes sao proto-oncogenes (genes celulares normais) ativados
através de mutacdes funcionais associados com a progressdo do cancer. Os
oncogenes promovem o crescimento do tumor e mecanismos de desenvolvimento
gue afetam, tais como a proliferacdo celular, invasédo, angiogénese e resisténcia a
apoptose por proteinas produzidas estdo associados com o0s tumores cerebrais. A
sintese de proteina produto do oncogene, que pode aumentar ou provocar
alteracoes funcionais, pode ser vista como um resultado de mutacdo nesta classe de
genes (CENGIZ e CICEKCIBASI, 2011).

A ativacdo oncogénica associada a tumores do sistema nervoso esta na
forma do gene amplificado e aumenta o nimero de copias nas células especificas. A
alteracdo oncogénica, ou associada a oncogenes, mais comum € a amplificacdo do
gene do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e as mutacfes do gene
supressor de tumor TP53 (EKSTRAND et al, 1991; LIBERMANN et al, 1985; WONG
et al, 1987).

O gene EGFR, que ¢é ativado por fatores de crescimento tais como EGF,
TGF-a é uma tirosinaquinase transmembrana. A amplificacdo do gene é observada
em 40% a 50% dos casos de GBM, mas € raro no astrocitoma anaplasico maligno
(BRADY et al, 1992; EKSTRAND et al, 1991; HUMPHREY et al, 1990; WONG et al. ,
1987). Esta mudanga é um preditivo para o grau de malignidade dos astrocitomas
(NG e LAM, 1998). Em astrocitomas malignos, as amplificacées de genes tais como
o MYCN, CDK4, MDM2, CCND1, e MET, incluindo a familia dos fatores de
crescimento de tirosinaquinase como EGFR também foram determinadas (BIGNER
et al, 1987; ELE et al, 1994; FISCHER et al, 1995; REIFENBERGER et al, 1994).
Além disso, a amplificacdo mais comum foi CDK4, presente em 10% a 15% dos
astrocitomas malignos e glioblastomas. Cada um destes genes tem sido associado
com o grau de malignidade de tumores gliais. As alteragcbes oncogénicas foram
vistas em menos de 10% nos outros tumores do SNC. Em meduloblastomas, foram
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relatadas as amplificacdes de c-myc e MYCN. Além disso, também foram detectadas
B-catenina e mutacdes no gene TCF em casos raros (RAFFEL et al, 1990; WASSON
et al, 1990; ZURAWEL et al, 1998).

Sob o aspecto imunoldgico, o cérebro era considerado anteriormente um
orgdo privilegiado, por possuir uma barreira hematologica (barreira hemato
encefdlica — BHE) distinta, carecendo somente de estruturas linfaticas discretas
(YOFFEY e COURTICE, 1970). Apesar de estes fatores minimizarem a fungao
imune do SNC, o sistema de vigilancia presente é altamente adaptado e as
respostas imunes podem ocorrer de modo bastante eficaz no SNC, através da
funcéo do sistema complemento (BERNHEIMER et al, 1988.) e do sistema antigeno-
anticorpo, incluindo as células B funcionais (ALOISI et al, 1999; SANDBERG-
WOLLHEIM et al, 1986) que também sédo encontrados no SNC.

Nas patologias do SNC, as células apresentadoras de antigenos (APC)
iniciam o processo imunolégico ativando as células da micréglia, as quais aumentam
a expressao tanto do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) quanto de
moléculas co-estimulatoérias, contribuindo para respostas especificas de células T
CD4 e CD8 (ALOISI et al, 1998; BRANNAN e ROBERTS, 2004; HICKEY e KIMURA,
1987; HICKEY et al, 1991; HICKEY, 2001; KRAKOWSKI e OWENS, 2000).

Na doenca neopléasica, o glioma pode evadir-se do sistema imunolégico
em diferentes etapas de reconhecimento do antigeno e da ativacdo imune (PARNEY
et al., 2000). Muitas células de glioma expressam niveis baixos ou defeituosos de
antigenos leucocitarios humanos (HLA) e também foi relatada deficiéncia na via de
ativacao de células apresentadoras de antigeno, citotoxicas e linfocitos T-auxiliares
ou T-helper (TH1) (FLUGEL et al., 1999). A inibicdo da apresentacdo de antigeno
pela microglia e por outros macréfagos no microambiente do tumor também confere

aos tumores a capacidade de escapar da deteccdo imunoldgica (Figura 3).

Em gliomas, as células T, tanto no sangue periférico quanto no
microambiente do tumor, tém sua funcao deprimida (ROSZMAN e BROOKS, 1985;
ROSZMAN et al, 1985). Os linfécitos T (CD41 inatos), nestes tumores, revelam
fracas respostas proliferativas e reduzem dramaticamente a sintese do TH1 e da
citocina IL-2 (DAS et al., 2008). A secrecdo por células de glioma de vérias
moléculas e citocinas inibidoras imunoldgicas também desempenha um papel

importante na imunossupressdo associada aos gliomas. Elevados niveis de



29

expressdo de TGF-82, IL-10 e prostaglandina E2 estdo presentes em gliomas
malignos (COULDWELL et al, 1992; NITTA et al, 1994). A estimulacdo de micréglias
existentes em células tumorais reduz a secrecao de citocinas pré-inflamatorias, tais
como o fator de necrose tumoral (TNF), no entanto, também aumenta a secrecéo da
interleucina inibidora de citocina (IL) -10 (DIX et al., 1999).

1.4. O DNA MITOCONDRIAL

O DNA mitocondrial (mtDNA) é um genoma com 16.569 pb, formado por
uma dupla fita circular fechada, localizado na matriz das mitocondrias, presente com
um alto nimero de cépias (10% a 10%) por célula (Figuras 5 e 6). Sua sequencia foi
primeiramente descrita em 1981 por Anderson et al. O genoma codifica 22tRNAs, 2
rRNAs e 13 proteinas envolvidas na cadeia de transferéncia de elétrons presentes
na fase de fosforilagdo oxidativa mitocondrial e na producéao de ATP (POLYAK et al.,
1998).

Figura 5: Mitocondria com setas apontando varias cépias de DNA mitocondrial. Fonte: adaptado de
Genebase (2012).
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Figura 6: Representacéo esquematica do mtDNA de mamiferos. A molécula de cadeia dupla circular
de ~16,5 kb contém uma Unica regido ndo codificante, a regido de Displacement Loop (D loop),
alberga os promotores para a transcricdo de ambas as fitas mitocondriais (HSP e LSP) e a origem de
replicacao leading (OH). A origem de replicacéo lagging (OL) é incorporada em um conjunto de genes
de tRNA. Os genes para as duas rRNAs (12S e 16S rRNA), 13 (mRNAs ND1-6,NDA4L, Cit b, COI-IIl,
ATP6, e ATPS8), e 22 tRNAs (F, V, L1, I, M,W ,D,K, G, R, H,S1, L2, T,P, P, S2,Y,C, N, A, e Q) sdo
indicados na legenda. Fonte: Park e Larsson, 2011.

A formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre pela acao
catalitica de enzimas, durante o processo de transferéncia de elétrons no

metabolismo celular e pela exposicao a fatores exégenos (Sies, 1999).

O DNA mitocondrial esta intimamente relacionado ao desenvolvimento e a

progressao neoplasica e de metastases em varios tipos de tumores. Essa correlacao
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€ explicada por este ser extremamente propenso a sofrer mutacdes. Sua taxa
mutacional € de dez a cem vezes maior que a do DNA nuclear, devido uma série de
causas, dentre elas, o fato em da organela gerar uma grande quantidade de
espécies reativas de oxigénio, produzidas durante sua fase de fosforilacdo oxidativa
(COPELAND et al., 2002; FLISS et al., 2000; JERONIMO et al., 2001; JONES et al.,
2001; KIRCHES et al., 2001; LIU et al., 2001; MAXIMO et al., 2001; PARRELLA et
al., 2001; POLYAK et al., 1998; ZHAO et al., 2005).

A auséncia de histonas no DNA mitocondrial é outro fator determinante
para a ocorréncia de mutacdes nestes nucleotideos, uma vez que, essas proteinas
exercem um papel fundamental de protecdo no DNA nuclear (YAKES e VAN
HOUTEN, 1997). Também, deve-se levar em consideracdo a baixa atividade
corretora da enzima DNA polimerase mitocondrial quando comparada a enzima do
DNA nuclear (KUNKEL e LOEB, 1981) e ainda, a reparacao ineficiente do genoma
dependente de excisao de nucleotideos (CROTEAU et al., 1999).

Células cancerosas se adaptam a fim de maximizar suas habilidades em
sintetizar substratos para membranas, acidos nucleicos e proteinas para o aumento
da taxa de proliferacdo, principal caracteristica dessas células. Isto ndo pode ser
concluido sem grandes quantidades de energia (ATP), o que é obtido pelo aumento
exacerbado do uso de glicose e glutamina (MARIE e SHINJO, 2011). Essas células
exibem um fendtipo metabdlico denominado de glicllise aerdbica, ou efeito de
Warburg, caracterizado por aumentar a glicélise através da geracdo de lactato,
independente da disponibilidade de oxigénio (WARBURG, 1931 Apud VANDER
HEIDEN et al., 2009). A expresséo da isoforma da piruvato-cinase do gene M tipo Il
(PKM2) é a responsavel pela mediagdo deste fendtipo metabdlico, e confere uma
vantagem proliferativa a células tumorais in vivo (CHRISTOFK et al., 2008). A PKM2
€ expressa em células cancerosas, bem como em tecidos adultos, fetais e
indiferenciados, e € alostericamente regulada pela frutose-1,6-bifosfato (FBP) e pode
interagir com as proteinas de sinalizacéo tirosina fosforiladas. A enzima Piruvato-
cinase (PK) catalisa 0 passo final na glicélise, gerando piruvato e ATP a partir de
fosfoenolpiruvato e ADP (DOMBRAUCKAS et al., 2005).
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1.4.1. REGIAO CONTROLE

O genoma das mitocondrias apresenta uma por¢cdo nao codificante
denominada regido controle ou Al¢ca-D (D-LOOP), com 1.122 pb e esta
compreendida entre as posicoes 16024 e 576 (NCBI Reference Sequence:
NC_012920.1). Essa regido (Figura 5) é o principal sitio de controle de replicacédo
do mtDNA e dos principais promotores necessarios para transcricao
(WHEELHOUSE et al, 2005). Contém sequencias importantes para funcbes
mitocondriais fundamentais, como: (i) a origem de replicacdo da fita H; (ii) origem da
transcricdo das duas fitas, H e L; (iii) e os sitios de ligacdo dos fatores
transcricionais. Além de o mtDNA apresentar uma taxa de substituicdo nucleotidica
maior do que o0 genoma nuclear, a regido D-LOOP possui duas regides
hipervariaveis desse segmento, denominadas HVI e HVII (Figura 6), consideradas
hotspots para mutacdo (ANDERSON et al., 1981; RUIZ-PESINI et al., 2007).

OH
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Figura 7: Diagrama da regido controle mostrando o flanqueamento dos genes tRNApro e tRNAphe e
a localizacdo das regifes hipervariantes HVI e HVII. Fonte: adaptado de Pinheiro, 2003.

Acredita-se que algumas mutacfes somaticas ocorrentes na regido D-
LOOP estdo relacionadas com a diminuicdo do numero de copias do DNA
mitocondrial (TAN et al., 2006) e consequente diminuicdo do metabolismo celular
(BONIFACIO, 2011). Observa-se também que, em pacientes alguns tipos de cancer,
ocorre uma diminuicdo do numero de copias do mtDNA em células do plasma
sanguineo, contrastando com o aumento dessas cépias em células tumorais
(BONIFACIO, 2011). Além disso, ha um crescente nimero de evidéncias que
correlacionam a presenca de mutaces no DNA mitocondrial com caracteristicas

clinicopatolégicas malignas ou mau prognéstico da doenca neoplasica
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(MATSUYAMA et al., 2003; LIEVRE et al., 2005; WU et al., 2005; TSENG et al.,
2006)

A mitocbndria é responsavel pela manutencdo do balanco energético
celular e esta envolvida no “disparo” da apoptose em resposta ao estresse oxidativo
(ROTHFUSS et al., 2009). A regido D-LOOP é o principal sitio de controle de
replicacdo do DNA mitocondrial, contendo a origem “leading” e o0s principais
promotores necessarios para a transcricdo dos genes mitocondriais (WHEELHOUSE
et al., 2005). Mutacdes na D-LOOP podem alterar a taxa de replicacdo do DNA por
modificar significativamente a afinidade de ligacdo de fatores trans-ativantes
(MEIEHOFER et al., 2006).

Estimulos apoptéticos induzem a translocacdo de Bax ou Bak (Bcl-2
associada a proteina X) do citosol para a mitocondria, que induz a liberacdo de
citocromo C (Figura 7). A Bax é ativada pela proteina BH3, através de estimulo
intrinseco, enquanto que a Bak é ativada pela associacdo das caspases 8 apés
estimulo extrinseco via FasL (CHENG et al.,, 2001). No citosol, ap6s liberacdo da
mitoc6ndria, o citocromo C ativa as caspases através da formacédo de um complexo
(apoptossomo) com Apaf-1 (fator-1 de ativacdo protease-apoptético), procaspase-9
e ATP (TAIT e GREEN, 2010). Estima-se que o complexo Bcl-2/Bcl-xL (Bcl-2
mutante) pode suprimir a apoptose por simples liberacédo de citocromo C e prevenir
ou interferir na ativacdo das caspases com citocromo C e Apaf-1. A producéo
sustentada de 6xido nitrico (NO) também pode causar a liberacdo de citocromo C
mitocondrial para o citoplasma e contribuir assim para a ativacdo das caspases. No
entanto, o 6xido nitrico esta envolvido em muitos aspectos da apoptose e pode atuar
tanto como um promotor quanto um inibidor, dependendo das condi¢des
metabolicas celulares (WCR, 2008).
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Figura 8: Estimulos apoptoéticos por via mitocondrial. Fonte: adaptado de Tait e Green (2010).

Devido ao ambiente altamente reativo e, provavelmente, devido também a
uma estrutura mitocondrial condensada semelhante a cromatina, porém em menor
grau que a nuclear, o DNA mitocondrial é frequentemente exposto ao estresse
oxidativo, levando-o a defeitos gendmicos (ROTHFUSS et al., 2009). As transi¢cdes

G:A e T:C ja foram observadas na regiao D-LOOP, as quais sdo consistentes com o
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espectro mutagénico de dano oxidativo (MEIEHOFER et al., 2006.) Rothfuss et al.
(2009) ainda associam os danos no DNA mitocondrial ao envelhecimento, a doencas
como cancer e doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington
e esclerose lateral amiotréfica. Outros estudos também relataram que mutacdes na
D-LOOP estéo significativamente associadas ao consumo de tabaco e ao habito de

mascar betel, ambos carcinogénicos (LIU et al., 2011).

Tanto as mutacbes germinativas quanto as somaticas do DNA
mitocondrial parecem modificar o risco de cancer ou estdo diretamente envolvidas
no mecanismo patogénico da tumorigénese (TAN et al., 2006). As formas mais
prevalentes de mutacdées no DNA mitocondrial sGo as mutacdes pontuais e as
delecdes ou insercdes em grande escala, estas Ultimas culminam em disfuncao
mitocondrial e apoptose (ROTHFUSS et al., 2009).

Uma pequena fragcdo de mutacdes pode alterar a funcdo mitocondrial e a
fisiologia celular, porém sdo bastante inespecificas, podendo ocorrer em qualquer
tipo tumoral e ainda ndo tém causalidade conhecida (VEGA et al., 2004). Além
disso, Barekati et al. (2010) sugerem que danos no DNA mitocondrial podem ser
causados pela p53 desregulada por fatores como silenciamento epigenético, o que
levaria ao aumento do metabolismo celular com uma superproducao de espécies
reativas de oxigénio e outros metabdlitos capazes de alterar o mtDNA (GOCHHAIT
et al., 2008).

Segundo Liu et al. (2011), o acumulo de mutacdes no mtDNA esta
relacionado com o aumento da taxa de proliferacéo celular e inibicdo da apoptose e
essas mutacdes correlacionam-se positivamente com mutagdes na p53. A disfuncéo
da proteina p53 pode ser comprometida por mutacdo do gene TP53, metilacdo
aberrante de ilhas CpG (mais comum no cancer humano) ou ainda por alteracéo dos
genes cruciais que regulam a via da proteina. A maioria das mutacdes no gene
TP53 ocorre no dominio de ligacdo do DNA (éxons 5-8) o qual tem um papel critico
na atividade bioldgica da p53 (BAREKATI et al., 2010). Gochhait et al. (2008)
sugerem que a presenca concomitante de alteracdo somatica no mtDNA e no sitio
de ligacdo de DNA do gene TP53 facilita a sobrevivéncia da célula e a

tumorigénese.

Altilia et al. (2012) sugere uma relagdo entre o TP53 e o mtDNA, onde o
polimorfismo do cédon 72 deste gene confere ao mesmo duas aptiddes distintas em
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qgue a isoforma p53P72 é mais propensa a assegurar a reparacdo do DNA nuclear e
a p53R72, do genoma mitocondrial. Assim, parece que a capacidade para localizar a
mitocondria pode afetar ndo apenas a atividade da p53 como um indutor de
apoptose, mas também como um cofator de reparacdo do mMtDNA, portanto
influenciar a estabilidade do mMtDNA e eventualmente a eficacia metabdlica

mitocondrial.

Os dados dos estudos com mtDNA e os varios tipos de canceres sao
bastante variaveis, talvez devido a natureza histolégica ou embrionaria do tumor. Liu
et al. (2010) reporta a auséncia de mutacbes homoplasmicas soméaticas em regides
codificantes do mtDNA em estudo com meduloblastomas e Meiehofer et al. (2006)
sugere que mutacdes somaticas nessas regides em tumores sdo silenciosas ou 0s

polimorfismos, em sua maioria, ndo sao patogénicos.

Quanto a regiao D-LOOP, entre as mutacbes mais relatadas esta a
instabilidade de um microssatélite na posicdo 303-315, onde se localiza parte do
sitio de ligacao do iniciador de replicacdo (MONTANINI et al., 2005; SHARMA et al.,
2005). Segundo Vega et al. (2004), estas mutacbes ndo oferecem vantagem
seletiva, consequentemente, ndo sendo suscetiveis de contribuir para a
tumorigénese. Tal sugestédo se deve ao fato do estudo ter relatado uma distribuicéo
semelhante de alteracdes soméaticas entre gliomas de grau ll, lll e IV.

Ja Kirches et al. (2001) relatam uma elevada taxa de mutacdes
homoplasmicas em regides hipervariantes da D-LOOP em glioblastomas (grau 1V)
com predominancia de transicfes e sugerem um mecanismo comum gerador de
polimorfismos do DNA mitocondrial, no qual, ao ocorrer uma mutacdo em
determinado ponto, esta mesma alteracdo se repetird por duas ou mais vezes em

um mesmo tecido.

Os estudos de Lievre et al. (2006) sugerem que as mutacdes no D-LOOP
podem ser consideradas como um marcador para cancer assim como sua utilidade
na deteccéo precoce do cancer de cabeca e pescoco. Essas mutacdes mostraram
ser um acontecimento precoce na carcinogénese de cabeca e pescoco (Ha et al,
2002), com frequéncia de 22% nas lesdes pré-malignas de cabeca, aumentando de
acordo com o grau de displasia, chegando a 50% nas lesdes severas e 61% nos
carcinomas in situ. Klemba et al. (2010) também enfatizam o estabelecimento de
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biomarcadores utilizando D-LOOP para a identificacdo de individuos de alto risco

para cancer vulvar.

Mutacdes homoplasmicas sdo aquelas que afetam todas as coépias do
MtDNA de uma célula. Porém quando determinadas mutacbes afetam somente
algumas mitocéndrias, o processo é conhecido como heteroplasmia (CHATTERJEE
et al., 2011).

As mutac6es homoplasmicas acumulam-se no genoma mitocondrial como
consequéncia de segregacdo aleatdéria de moléculas mutantes durante o
desenvolvimento do tumor (VEGA et al., 2004). Kirches et al. (2001) descreve uma
frequéncia elevada de mutac6es homoplasmicas mitocondriais encontradas em
glioblastomas, onde também afirma que 89% das substituicbes de nucleotideos
ocorrem em sitios de polimorfismos e todos séo transicdes. Ele afirma também que
95% de todos os polimorfismos herdados na D-LOOP séo transi¢des. J& Montanini
et al. (2005) reporta que as alteracdes presentes nos tumores ndo sao encontradas
em células do plasma sanguineo, sugerindo que as alteragcbes ocorrem

principalmente no tecido tumoral.

Em contrapartida, Liu et al. (2011) sugere que a presenca de mutacdes
somédticas na regido D-LOOP esta associada com um melhor progndéstico em
pacientes com cancer oral. E a prevaléncia de delecdo do mtDNA ¢é
significativamente mais baixa em tecidos de carcinoma hepatocelular (Wheelhouse
et al., 2005).

A Dbaixa prevaléncia dos tumores do sistema nervoso central em
comparacao aos demais casos de neoplasias ndo descarta o forte impacto social
desta doenca (WCR, 2008). Sabe-se que o0s astrocitomas estdo entre 0s mais
devastadores tumores humanos, apresentando altas taxas de morbidade e
mortalidade (WCR, 2008).

Alteracdes nucleotidicas sao fundamentais para a formacéo e progressao
maligna dos tumores, causando modificagbes na expressdo ou funcdo de
determinados genes, desregulando vias de sinalizagéo e crescimento (BREDEL et
al., 2009)

Estudos mostram que a populacdo paraense apresenta peculiaridades
genéticas Unicas em relacdo a neoplasias do estdbmago (MOTTA, 2004), o que faz
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desta populacdo um bom objeto para se estudar outros tipos de neoplasias. Além
disso, as informacdes geradas com estes estudos terdo uma utilizagdo muito
valiosa, pois poderdo gerar dados que serdo empregados ndo s6 na melhora da
classificacao e diferenciacdo tumoral, mas também poderdo ser Uteis em questdes
de diagndstico e progndstico ndo s6é nesta populacdo, mas na populacdo humana

como um todo.

Considerando a premissa de que marcadores moleculares podem ser
utilizados no diagndéstico, prognéstico e na escolha adequada do tratamento a ser
recebido pelo paciente, que a idade ao diagndstico tem grande influéncia no
prognéstico, e que o componente étnico influencia na incidéncia e patogénese
molecular dos tumores, a identificacdo de marcadores envolvidos na progressao
tumoral de tumores do SNC, especialmente astrocitomas, sdo de extrema

importancia para a saude publica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo geral analisar fatores genéticos e
moleculares da regido de controle do DNA mitocondrial relacionados ao surgimento

e desenvolvimento de cancer do sistema nervoso.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as alteracbes nucleotidicas da regidao controladora do DNA
mitocondrial em tecidos neoplasicos e amostras controle, ambos da

populacdo paraense;

b) Verificar a associacdo dos padrdes monomorficos/polimorficos e
instabilidade de microssatélites nessa regido com caracteristicas

tumorais, idade e género dos pacientes.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Estudos
Citogenéticos e Moleculares em Tumores do Sistema Nervoso Humano na
Populacédo Paraense”, aprovado pelo Comité de ética em pesquisa do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard (025/06 CEP-CCS/UFPA),
conforme anexo |. Os pacientes ou seus parentes mais proximos foram informados
sobre o estudo a ser realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo,

solicitou-se a assinatura de um termo de livre consentimento (Anexo I).

3.1. AMOSTRAS

Amostras de tecido tumoral foram previamente coletadas durante o
procedimento cirdrgico pela equipe de neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola. O
material foi colocado em meio de cultura RPMI, contendo antibiéticos, para
prevencgdo de possivel contaminacdo. Imediatamente apds sua coleta, o material foi
encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do

Pard, para processamento.

Foram utilizadas 29 amostras tumorais do sistema nervoso humano
classificadas como astrocitomas de diversos graus (Tabela 4), com idades entre 2 e
71 anos; e 44 amostras de sangue de individuos, sem histérico de cancer e que
concordaram em participar deste trabalho (assinando TCLE), que serdo utilizadas
como grupo controle. Os laudos histopatoldgicos desse hospital seguem os padrdes
de classificacdo de Tumores do Sistema Nervoso Central da Organizagdo Mundial
de Saude (WHO, 2007).
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Tabela 4: Caracterizacado das amostras utilizadas neste trabalho.

Protocolo Sexo Idade Exame Histopatolégico
CSNO001 M 23 Astrocitoma Subependimério de células gigantes
CSNO010 F 12 Astrocitoma Fibrilar
CSNO012 M 13 Astrocitoma Pilocitico grau |
CSNO014 F 68 Glioblastoma multiforme
CSNO017 F 64 Glioblastoma multiforme
CSNO020 M 3 Astrocitoma Pilomixdide
CSN021 M 65 Glioblastoma multiforme
CSN022 M 2 Glioma misto (oligoastrocitoma)

CSNO031 F 55 Astrocitoma grau IlI

CSNO035 F 22 Astrocitoma/Neurocitoma atipico (grau Il)
CSNO038 F 2 Astrocitoma difuso grau Il
CSN044 M 60 Astrocitoma grau Il

CSNO058 M 37 Astrocitoma difuso grau Il
CSNO073 M 43 Glioblastoma multiforme
CSNO082 F 52 Astrocitoma fibrilar (glioma grau II- OMS)
CSN101 M 79 Glioblastoma multiforme
CSN104 M 54 Astrocitoma Grau IV

CSN115 M 26 Glioma Maligno

CSN116 F 3 Astrocitoma pilocitico

CSN122 F 71 Astrocitoma Grau IV

CSN126 F 34 Astrocitoma difuso Grau Il
CSN130 F 51 Astrocitoma Grau IV

CSN136 M 64 Astrocitoma difuso Grau Il
CSN145 F 27 Astrocitoma pilocitico anaplasico
CSN146 F 31 Astrocitoma Anaplasico

CSN153 M 60 Glioblastoma multiforme
CSN154 M 43 Glioblastoma multiforme
CSN198 M 74 Glioblastoma multiforme
CSN199 M 48 Glioblastoma multiforme

3.2. EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA gendémico (SAMBROOK et al.,, 1989), foram
utilizados aproximadamente 150uL de sangue (grupo controle) e 20mg de tecido nao
tumoral e tumoral (casos de neoplasia), foram transferidos para microtubos estéreis
de 1,5mL, adicionados de 300uL de tampao de homogeneizagéo, 300uL de tampéao
de lise, 20uL de Proteinase K (10mg/mL), misturados por inversao por 10 minutos e
incubados em banho-maria por 30 minutos a 55°C, agitando-os delicadamente a

cada 10 minutos e posteriormente deixados esfriar a temperatura ambiente.

Para a precipitacdo de proteinas, foram adicionados 700uL de fenol-
cloroformio (1:1), misturados por inversdo por 10 minutos e posteriormente
centrifugados por 15 minutos a 14.000 RPM. AplOs esta etapa, transferiu-se o
sobrenadante para outro microtubo, onde se adicionou 700uL de cloroférmio-alcool
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isoamilico (24:1) para desproteinizacdo das amostras. A presenca de cloroférmio
desnatura as proteinas e o alcool isoamilico evita a formacédo de espuma e auxilia no
separo e na manutencao da estabilidade das camadas do centrifugado. Mais uma
vez, misturou-se por inversao por 10 minutos e centrifugou-se por 10 minutos a
14.000 RPM.

Ao sobrenadante, ja transferido para outro microtubo, adicionou-se o
mesmo volume de isopropanol e 1/10 do volume inicial de acetato de sédio (3M; pH
4.8) para a precipitacdo do DNA. Apds suave homogeneizacdo, a amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 14.000 RPM, descartou-se o alcool, adicionou-se
200uL de Etanol a 70% e centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 RPM. Depois de
descartado o alcool, as amostras foram levadas a estufa, a uma temperatura de
37°C, por 5 minutos, para secagem. Por fim, o DNA foi eluido em 20uL de tampéao

TE (pH 8.0) e visualizado em gel de agarose a 1,0% para quantificacao.

3.3. REACAO EM CADEIDA DA POLIMERASE (PCR)

Apés a extracdo do DNA, foi realizada a amplificacdo da alca-D com o

uso de iniciadores (primers), cujas sequéncias encontram-se descritas na Tabela 5.

A PCR foi realizada nas seguintes condicdes: (1) Reacao contendo 0,05
mM de dNTP; tampao de reacdo 1x (10x = KCL 500mM, 200mM Tris-HCL, pH 4.8);
1,5mM de MgCI2, aproximadamente 100ng de DNA total, 10pM de cada iniciador e
1U de Taqg DNA polimerase; (2) Amplificacdo com 40 ciclos, consistindo de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C por 50 segundos e extenséo
a 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os iniciadores utilizados neste trabalho foram gentilmente cedidos pela
Professora Dra Maria Lucia Harada, especificos para a regido D-LOOP do DNA

mitocondrial (Tabela 5).

O fragmento-modelo utilizado como padrdo para os estudados neste
trabalho foi o NC_012920.1, obtidos no Mega Blast (NCBI, 2012).
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Tabela 5: Iniciadores utilizados nas PCRs deste trabalho.

Iniciador Sequéncia Sentido
DL218 CACCATTAGCACCCAAAGCT Forward
DL2 AAGGGCTAGGACCAAACCT Reverse

Para verificar a eficiéncia da amplificagcdo, 3uL do produto da PCR
acrescido de 3uL de corante de visualizagao (5 mL glicerol, 1 mL de azul de bromo
fenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 0,5M), foi submetido a
eletroforese horizontal em gel de agarose high-melting a 1,0% corado com 1pl de
brometo de etidio (0,2 mg/mL), usando um marcador de peso molecular de 1kb
(12,5ug). A eletroforese foi realizada em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA), a uma
corrente de 100 V, por aproximadamente 20 minutos, posteriormente visualizado

através de luz ultravioleta.

3.4. SEQUENCIAMENTO DO DNA

O produto da PCR, purificado com kit “EZ-10, Spin Column PCR Products
Purification Kit” de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante BioBasic Inc., foi
submetido a sequenciamento, empregando o método de terminacdo de cadeia,
descrito por SANGER et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi realizada
utilizando o Kit MegaBACE™ Long Read Matrix (GE Healthcare) e os iniciadores
apresentados na Tabela 6. As amostras foram submetidas a 25 ciclos nas seguintes
condicdes: desnaturacao inicial a 96°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 30 segundos. ApOs o término dos ciclos, a
temperatura foi estabilizada em 18°C. Ao termino da reacgdo, as amostras foram
precipitadas com isopropanol a 65%. Os precipitados foram sequenciados utilizando

o aparelho MegaBace 1000 (GE Healthcare).

As sequéncias foram alinhadas e editadas com auxilio do software
BioEdit, utilizando a sequéncia padrdo NC_012920.1 como base e o MITOMAP
(2012) como banco de dados de referéncia para as alteragdes encontradas. Os
critérios de classificacao de polimorfismo/mutacdo foram os mesmos do MITOMAP,
exceto em relacdo as novas alteracGes, onde se considerou uma frequéncia maior

gue 1% para polimorfismo e menor que isso para mutacao.
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Tabela 6: Iniciadores utilizados nas reagbes de sequenciamento.

Iniciador Sequéncia Sentido
DL218 CACCATTAGCACCCAAAGCT Forward
DL2 AAGGGCTAGGACCAAACCT Reverse
DLF16236 CGTACATAGCACATTACAGT Forward
DLR16434 GAGTGCTACTCTCCTCGCT Reverse

3.5. ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis preditoras definidas foram sexo (dicotbmica), idade
(continua) e presenca ou ndo de mutacdo (dicotbmica) na regido controladora do
DNA mitocondrial relacionadas com o grau tumoral das amostras estudadas
(categdrica). Definidas as variaveis e delimitando que serdo testadas duas a duas,
sendo estas independentes entre si, foram escolhidos os testes estatisticos de
Mann-Whitney (MW) e Kolmogorov-Smirnov (KS).

O teste de MW ¢é direcionado a testar diferenca entre medianas, assim
como chances de obtencdo de observacdes mais presentes em uma populacéo
contra outra, onde a significancia é obtida através do valor de p (p<0,05). A hip6tese
nula no teste de MW é que as duas amostras sdo provenientes de uma Unica
populacdo, e, portanto, que as distribuicbes a sua probabilidade sdo iguais. Neste
teste é exigido que as amostras sejam independentes.

O teste de KS, semelhante ao de MW, compara duas amostras
independentes, porém, estimando a distancia minima entre elas. E um teste nio
paramétrico de igualdade entre as distribuicdes de probabilidade bidimensional e,
assim como no teste de MW, a significancia é obtida através do valor de p (p<0,05),
sendo este unilateral, para igualdade dentro do grupo, e bilateral para
igualdade/distancia entre dois grupos. O teste de KS em duas amostras € um dos

métodos (ndo paramétricos) mais Uteis para comparacdo de duas amostras, uma
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vez que é sensivel as diferencas em ambas, localizacdo e forma das funcbes de

distribuicdo cumulativa empirica das duas amostras.

Também foi realizada uma andlise de variancia entre 0s graus tumorais e
as suas respectivas médias etarias utilizando o teste ANOVA e calculo de Odds
Ratio, para avaliar os riscos, no programa BioEstat 5.0 (AYRES, 2008). Para tanto
foi realizado teste unilateral, e valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com nossos dados amostrais, analisados com auxilio dos
softwares BioEstat 5.0® e Microsoft Office Excel 2010® , a mediana etaria entre
pacientes do género masculino foi de 45,5 anos e do género feminino a mediana de
34 anos. Embora esses valores estejam aparentemente distantes, néo foi
encontrada diferenca significativa entre as medianas nos dois géneros e com desvio
padrdo também semelhante nos mesmos (Figura 9). As amostras tumorais estavam
distribuidas de acordo com seu grau de estadiamento (Tabela 7) onde foi possivel
estabelecer as medianas dos mesmos, assim como o0s desvios de cada um e 0s
erro-padrdo nos graus | e Ill como critério de exclusdo nos testes de Mann-Whitney
e Kolmogorov-Smirnov (Figura 10).

Mann-Whitney

g0

40

ldade - anos

Masculino Feminino

Figura 9: Bloxplot utilizando o teste de Mann-Whitney ilustrando as medianas etarias
e o0 desvio padrdo entre os dois géneros dos pacientes. Ndo houve diferenca
significativa entre as medianas (p>0,05).
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Idade Desvio Padréo Etario e Grau de
Estadiamento Tumoral

100
ea
=] o
40

Grau | Grau ll Grau Il Grau IV

Figura 10: Boxplot relacionando os graus de estadiamento tumoral e suas faixas etarias
com as respectivas medianas, quartis e erro-padrdo (graus | e Ill). Para detalhes sobre as
amostras, vide Tabela 4.

Tabela 7: Classificacdo das amostras utilizadas neste trabalho em relagédo ao grau
de estadiamento dos tumores, género e mediana etéria.

Grau de Estadiamento Individuos Géneros Mediana Etaria

03 — masculino
Grau | 04 18 anos
01 — feminino

04 — masculino
Grau Il 08 23 anos
04 — feminino

01 — masculino
Grau Il 04 43 anos
03 — feminino

08 — masculino
Grau IV 12 62 anos
04 — feminino
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Essas caracteristicas dos dados amostrais dos pacientes, por nao
revelaram diferenca significativa entre as medianas etarias quando separados por
género, difere dos dados descritos nos estudos de Pojo e Costa (2011), que
sugerem diferenca na distribuicAo de astrocitomas entre os géneros. Essa
discrepancia ocorra, talvez, em funcdo de peculiaridades étnicas da populacdo
brasileira, em particular a paraense, o que confere um perfil genético bastante
diferenciado das populacdes da Europa e dos EUA, onde foram realizados os
estudos epidemiologicos citados e onde foram feitos os levantamentos da
Organizacao Mundial de Saude (Ohgaki, 2009).

Em relacdo aos graus de agressividade, a analise de variancia (ANOVA)
ndo demonstrou diferenca significativa entre as médias de graus subsequentes, o
gue sugere inexisténcia de relacdo entre a idade do paciente e a progressédo da
doenca neoplasica especificamente em astrocitomas. Por outro lado, quando
comparados com intervalo superior a um grau (ex: 1-3; 1-4; 2-4), todos tiveram valor
significativo pelo mesmo método de analise, sugerindo diferenca etaria entre os

tumores de baixo e de alto grau (Figura 11).

ANOVA - Diferenca entre as Médias

FT| SO

1-2 1-3 1-4

%]
(%)
[
h
.
(58]
i

Figura 11: Gréfico ilustrando a andlise de variancia (ANOVA)
entre os graus tumorais e as médias etarias dos pacientes. Todas
as comparacgfes de um grau com o seguinte imediato ndo foram
significantes.
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Estes testes sugerem que 0s tumores astrociticos de baixo grau de
estadiamento, especialmente o de grau | — Astrocitomas Pilociticos, apesar de terem
distribuicdo semelhante em homens e mulheres, sdo mais comuns em pacientes
juvenis, principalmente nas faixas etarias abaixo de 19 anos (CBTRUS, 2010). Essa
prevaléncia em criancas e adolescentes faz com que esse tipo tumoral de baixo grau
seja conhecido como “Astrocitoma Pilocitico Juvenil”. Estes resultados sao
semelhantes aos achados por Cengiz e Cicekcibasi (2011), que também sugerem

uma maior prevaléncia de tumores de baixo grau em individuos mais jovens.

Para fins de continuidade das andlises estatisticas, foi proposto um
agrupamento dos graus tumorais em duas classes, tendo sido as mesmas
denominadas de baixo grau (I e Il) e de alto grau (lll e IV), com exclusdo dos
individuos classificados como erro-padrdo (Figura 10).

Foi observada distancia significativa entre os tumores de baixo grau e 0s
de alto grau (Figura 12). A mediana etaria dos pacientes acometidos por
astrocitomas de baixo grau foi de 18 anos, enquanto que a mediana dos pacientes
com tumor de alto grau foi de 57,5 anos. A distancia significativa entre as classes
propostas e suas respectivas medianas etarias reforca a ideia de que grande parte
dos tumores astrociticos de baixo grau tenha origem hereditaria e sugere que os de
alto grau possam surgir em decorréncia de longa exposicdo a agentes
carcinogénicos (WCR, 2008).

80—

Idade

404

Graul/ll Grau lll / IV

Figura 12: Boxplot utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov,
ilustrando a distancia significativa (p<0,05) das medianas etarias



50

entre os tumores de baixo grau (I/ll) e de alto grau (IllI/1V) de
estadiamento.

Ap6s o0 sequenciamento das amostras, foram identificadas varias
alteracbes nucleotidicas (Tabela 8) em comparacdo ao fragmento padrdo
NC_012920.1. Todas as amostras apresentaram mais de uma alteracédo nucleotidica
tanto em pontos isolados quanto em pontos de maior frequéncia, considerados

hotspots.

Tabela 8: AlteracBes nucleotidicas encontradas durante o estudo e suas respectivas
significancias estatisticas.

Sitio Alteracéao N° Amostras Porcentagem p-valor
073 A>G 6 20,68% >0,05
T>C 9 31,03% >0,05
310
Ins CC/CCC 4 13,79% 0,01
16125 T>G 3 10,34% >0,05
Del T 8 27,58%
16132 <0,01
>G 2 6,89%
16152 >G 2 6,89% >0,05
T>C 4 24,14% <0,01
16190
Ins CC 1 3,45% 0,01
A>C 1 3,45%
16276 >0,05
A>T 1 3,45%

19519 T>C 16 55,17% 0,08
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Os locais com maior indice de alteragdo nucleotidica foram o
microssatélite ja descrito 303-315 (SHARMA et al., 2005; MONTANINI et al., 2005) e
os polimorfismos 073, 16190 e 16519. Foram também encontradas mutagcées nos
sitios 16132 e 16152.

Dois novos sitios alterados foram encontradas neste trabalho, sendo
estes na posicdo 16125 e 16276. No sitio 16125 foram encontradas trés amostras
com transversdes T:G e duas com mutacdes heteroplasmicas T/G. E no sitio 16276
foram encontradas duas amostras com alteragcdes A:T e A:C e uma terceira com
mutacdo heteroplasmica A/C. Ainda ndo havia sido descrita nenhuma alteracdo
nestes sitios até o momento (MITOMAP, 2012).

4.1. POLIMORFISMOS

Das 29 amostras estudadas, 10 (34,48%) apresentaram alteracdes
nucleotidicas na regiao 303-315 (Figura 13). Esta regido, classificada como
microssatélite (YACOUBI-LOUESLATI et al.,, 2009), apresenta uma alta taxa de
mutacdo e estd localizada dentro da regido hipervariante HVII. A transicdo T:C
(D310) foi observada em 09 amostras e € 0 tipo mais comum de mutacdo nessa
regido, porém, ndo teve valor estatistico significante para o risco relacionado a
ocorréncia de astrocitomas, semelhante aos dados de outros tipos tumorais, onde
ndo ha relato de associacdo direta com o risco de cancer (MONTAINI et al., 2005;
SHARMA et al., 2005; PANG et al., 2008).

Figura 13: Cromatograma da regido do microssatélite 303-315 ilustrando a
insercdo de duas citosinas (reverso-complementar) no sitio 310.
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No entanto, foi observado um pequeno, mas significante nimero de
insercdes de duas e trés citosinas em duas amostras, onde o teste de Odds Ratio
apontou um risco de ocorréncia da doenca neoplasica de 42,53%, com (p)=0,01 em
comparacao com o grupo controle. Segundo Sharma et al. (2005), a ocorréncia de
insercdes ou dele¢cbes de varios nucleotideos leva a instabilidade desse
microssatélite mitocondrial e podem derivar de replicacdo errada, normalmente
atribuida ao surgimento do cancer. Pang et al. (2008) e Bragoszewski et al. (2008)
sugerem que a ocorréncia de mutacdes em larga escala nas regides HVII podem
afetar a transcricédo e traducao, contribuindo para o surgimento do cancer.

Foram encontradas seis transicfes A:G no sitio 73 (Figura 14), porém,
nao foi encontrado risco (Odds Ratio) ou associacao significativa deste polimorfismo
com o cancer. A transicdo 73A:G é uma variagdo comum em populacdes
caucasoides européias e pode desempenhar um papel na distingdo entre os cinco
maiores grupos europeus de mtDNA (PANG et al., 2008) e reforcam o conceito que
este haplotipo pode representar um tipo de sequéncia comum no mtDNA do ser

humano.

TTW

ale 6 6e GGG TATGCAC GC G ATA

bCTGGGGGGTUTGC{CGCG{T{

/

Figura 14: Cromatogramas do sitio 073 ilustrando os alelos (a) selvagem e (b)
mutante e o polimorfismo A/G deste sitio em destaque.

Quanto ao polimorfismo do sitio 16190, foram encontradas oito
alteracgdes, sendo sete transi¢cdes T:C e uma insergao de duas citosinas (Figura 15).
Este sitio estd localizado na regido HVI e a transicdo € relacionada a heranca
africana (CATELLI et al., 2011), sem significativa com cancer. Por outro lado, o teste
Odds Ratio mostrou um risco de 31,50% (p=0,01) relacionando a alteracdo onde

ocorreu a insercdo de duas citosinas. Portanto, como ndo ha um relato prévio que
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associe esta alteracdo neste sitio a qualquer tipo de céncer, o que pode ser um

importante marcador para astrocitomas.

a_-‘-;_-‘:_{CCCCCTCCCC_{

b_—h_{_—RCCCCCCCCCCCC_—K

Figura 15: Cromatogramas do sitio 16190 ilustrando os alelos (a) selvagem e
(b) mutante, apds a delecdo da timina e a insercdo de duas citosinas no
referido sitio.

A transicdo 16519T:C, encontrada em 16 amostras (55,17%) do presente
trabalho (Figura 16), também é uma variante mitocondrial comum nas duas formas e
ndo foi associada ao cancer até o momento, além disso, os testes estatisticos ndo
mostraram risco significante relacionando esta transicdo a doenca neoplasica,
semelhante aos achados no cancer de ovario (BRAGOSZEWSKI et al., 2008).

T

al T A C T T CA G GG T C

bl T AC T T CAG GG (C)C

Figura 16: Cromatogramas do sitio 16519 ilustrando os alelos (a)
selvagem e (b) mutante do polimorfismo T/C no referido sitio.
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4.2. MUTACOES

No sitio 16132 foram observadas oito (27,58%) delecdes e duas (6,89%)
transversbes 16132T:G (Figura 17). As alteragcbes, em comparacdo com a
sequéncia padrédo, demonstraram diferenca significativa com o teste de KS (p<0,01).
As amostras tumorais com delecdes apresentaram uma mediana etaria acima
daquelas sem qualquer alteracao no sitio, o que sugere uma relacédo das alteracdes
neste sitio com a idade do paciente (Figura 18). Além disso, as dele¢ces no mtDNA
estdo diretamente relacionadas ao envelhecimento (ROTHFUSS et al., 2009) e ao
surgimento de glioblastomas (BRANDON et al.,, 2006; KIRCHES et al., 2001).
Portanto, pode-se sugerir que essas delecdes de um Unico nucleotideo, embora
ainda ndo tenham sido relatadas (MITOMAP, 2102), podem estar associadas ao
surgimento de astrocitomas de alto grau.

e (b) mutante apés a delecao da timina.
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80—

Idade

Normal com Delecao

Figura 18: Bloxplot com teste de Kolmogorov-Smirnov comparando
as medianas etarias de tumores com e sem delec¢do no sitio 16132 do
MtDNA de pacientes com astricitoma.

Outra mutacéo encontrada em duas (6,89%) amostras de astrocitomas foi
a transversdo 16152T:G (Figura 19), também presente na regidao HVI e sem valor
estatistico significativo, embora tal alteracdo encontrada ainda nao tenha sido
relatada, a transicdo reportada por Baldelt e Parson (2008) no mesmo sitio nao
parece desempenhar nenhum papel patogénico, sendo utilizado em estudos de
variacdo populacional (KONG et al., 2006).

Flgura 19: Cromatogramas do smo 16152 |Iustrando a transversao de T (a) para G (b)
ocorrida neste sitio do mtDNA.
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Dois novos sitios de mutagdes foram encontradas (MITOMAP, 2012) nas
amostras tumorais, sendo o 16125 com trés transversdes T:G e duas mutacdes
heteroplasmicas T/G (Figura 20); e o 16276, com duas transversdes A:.C e AT e
duas mutacdes heteroplasmicas A/C (Figura 21). Em ambos o0s sitios os testes
estatisticos ndo foram capazes de demonstrar significancia relativa, embora Jones et
al. (2001) tenha relatado que as transversdes T:G no mtDNA possam conferir as
células cancerigenas uma grande vantagem seletiva e que as mutacdes
heteroplasmicas herdadas poderiam ser uma nova base de suscetibilidade genética
ao cancer. A inexisténcia de significancia estatistica pode ser devido ao pequeno
namero amostral ou mesmo a caracteristicas genéticas populacionais, visto que os
dois sitios estdo localizados dentro da regido HVI, um marcador de variacdes
populacionais.

para o (b) mutante.
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Figura 21: Cromatogramas do sitio 16276 ilustrando a transversdo C:A (em destaque) do alelo (a)
normal para o (b) mutante.

4.2.1. MUTACOES HETEROPLASMICAS

Foram identificadas 21 (72,41%) amostras com mutacdes
heteroplasmicas em 17 sitios diferentes (Tabela 9 e Figura 22). O teste de KS
demonstrou uma diferenca significante (p<0,01 bilateral e p<0,0001 unilateral) entre
as amostras homoplasmicas e as heteroplasmicas quando relacionadas as idades
dos pacientes dos respectivos grupos, 0 que sugere que mutacdes heteroplasmicas
estejam associadas ao aumento do risco da ocorréncia de astrocitomas em relagcéo
as homoplasmicas, semelhante aos dados de Zhao et al. (2010) em estudos com
cancer de mama. Ainda pdde-se observar uma diferenca estatistica entre as
heteroplasmias e o grau de estadiamento tumoral, sugerindo que a presenca dessas
mutacdes pode ser determinante para a progressdo ou mesmo para o surgimento de

astrocitomas com alto grau de malignidade.



Tabela 9: Mutacbes heteroplasmicas observadas neste estudo.
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Heteroplasmia Sitio Quantidade Porcentagem KS
AIG 235 1 3,45%
16545 1 3,45%
AIT
16630 1 3,45%
37 1 3,45%
16088 1 3,45%
16125 1 3,45%
16156 1 3,45%
i
16231 1 3,45% 8 ¢
o &
S 9
C/IA 16276 2 6,89% ¥ o
T ©
16319 1 3,45% g 9
g S
T o
16372 1 3,45% 5
16432 1 3,45%
16440 1 3,45%
16525 1 3,45%
16118 2 6,89%
T/G 16196 1 3,45%
16470 1 3,45%
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Figura 22: Cromatogramas ilustrando algumas das mutagfes
heteroplasmicas relatadas neste trabalho, presentes nos sitios
(a) 16118 (T/G), (b) 16125 (A/C) e (c) 16276 (G/C).
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. CONCLUSAO

No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre os

géneros e as idades dos pacientes com astrocitoma.

Grande parte dos astrocitomas de baixo grau (principalmente o de
grau ) parece estar relacionada com a heranca genética, assim como
os de alto grau parecem estar relacionados a exposicdo prolongada a

agentes carcinogénicos.

O polimorfismo da regido 303-315 ndo mostrou relacdo significante
com o desenvolvimento de tumores astrociticos. No entanto, a
insercdo de dois ou mais nucleotideos nesta regido pode provocar a
instabilidade deste microssatélite mitocondrial, contribuindo para o

surgimento do cancer.

Os polimorfismos dos sitios 73, 16190 e 16519; e as mutacdes
16152T:G, 16125T:G, 16276A:C e 16276A:T nado demonstraram

relacdo significativa com o risco de desenvolvimento de astrocitomas.

As mutagdes no sitio 16132 demonstraram diferenca significante em
comparacao com o alelo selvagem. As delecdes neste sitio pode ser

um importante marcador para astrocitomas de alto grau.

A insercdo de duas ou mais citosinas no sitio 16190 parece ser um

marcador especifico para astrocitomas.

As mutacBes heteroplasmicas também apresentaram relagdo com o
risco do desenvolvimento de astrocitomas, o que pode ser
determinante para o surgimento e/ou progressado de astrocitomas de
alto grau de malignidade.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
A Universidade Federal do Para, em colaboracdo com o Hospital Ofir Loyola, esta desenvolvendo

uma pesquisa que permitird conhecer melhor 0s mecanismos que ocasionam o desenvolvimento de tumores do
sistema nervoso, através da identificacdo das alteracdes genéticas associadas ao quadro clinico do paciente e
exame histopatoldgico. Estes estudos séo realizados em pequenos fragmentos de tecido neoplasico removido
por cirurgia e trard novas informag@es sobre aspectos genéticos relacionados a este quadro clinico.

Vocé esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagndstico e/ou tratamento de
algum tumor de sistema nervoso e ha a necessidade da remocdo de material biolégico relacionado a esta
enfermidade. Parte do material retrado sera encaminhada para exames laboratoriais, necessarios para 0
diagnéstico definitivo. O restante do material ndo utilizado é armazenado para novos exames, se necessario.

A obtencdo do fragmento de tecido tumoral para pesquisa ndo implicara em riscos adicionais no seu
tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de material
biolégico sera identificado no laboratério por um codigo formado por nimeros e letras, preservando sua
privacidade e identidade. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de modo a
garantir o anonimato do paciente.

E necessério esclarecé-lo (a) que ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar 0 material para pesquisa, sua
decisdo ndo influenciard, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre este documento ou em relagéo a pesquisa, por gentileza, entre
em contato com o Prof. Dr. Nilson Praia Anselmo ou com o Prof. Dr. Edivaldo H.C. de Oliveira, através do
telefone 3201-1585.

Uma copia deste documento sera arquivada em seu prontuario e, se desejar, uma copia lhe serd

fornecida.

Declaro estar ciente das informacfes prestadas, tendo lido atentamente e concordado com o teor, e
autorizo a utilizagdo de amostras de tecido retiradas de meu organismo.

Assinatura do Paciente ou Responséavel
N OIMIB. ottt b bbb b bbb et bttt n bbb s
RG:
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ANEXO Il

Estadiamento Tumoral TMN. Fonte: WCR, (2008).

T =tumor primario

TX
TO
Tis
T1
T2
T3

T4

N = linfonodos regionais

NXx
NO
N1
N2

M = metastases distantes

Mx
MO
M1

Tumor primério, ndo pode ser avaliado

Sem evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor invade submucosa

Tumor invade a muscular prépria

Tumor invade através da muscular propria até a
subserosa ou até tecidos pericélicos nao-
peritonializados ou perirretais

Tumor penetra diretamente outros 6rgéos ou
estruturas e/ou perfura periténio visceral

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Sem metastases para linfonodos regionais
Metastase em 1 a 3 linfonodos regionais
Metastase em 4 ou mais linfonodos regionais

Metastases distantes ndo puderam ser avaliadas
Sem metéastases distantes
Metastases distantes






