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RESUMO

O Meduloblastoma é a neoplasia encefalica mais comum na infancia,
correspondendo a taxas de 16 a 25% de todos os tumores encefalicos em
menores de 19 anos e 30-40% de todos os tumores da fossa posterior. Para
investigar o papel do polimorfismo de base Unica (SNP) TP53 Arg72Pro sobre
o0 risco de desenvolvimento, progndstico e resposta a terapéutica adjuvante em
Meduloblastoma, foi realizado um estudo caso-controle com 122 pacientes e
122 controles saudaveis do Brasil. Em comparacdo com Arg/Arg, que € o
genotipo mais comum na populacdo em estudo, tanto o gendtipo Arg/Pro e
Pro/Pro ndo influenciaram o risco de desenvolvimento de
Meduloblastoma (OR = 1,36 e P = 0,339 para o gendtipo Arg/Pro; OR = 1,50
e P = 0,389 para o gendtipo Pro/Pro). Com relacao ao progndéstico, a sobrevida
livre de doencando foi significativamente diferente entre os gendtipos
SNP TP53 Arg72Pro (P> 0,05), porém o gendétipo menos frequente, Pro/Pro, foi
associado a uma menor sobrevida global dos pacientes
com Meduloblastoma (P = 0,021 ). Estes dados sugerem que embora nao haja
nenhuma associagcdo entre o0 SNP TP53 Arg72Proe o0 risco de
desenvolvimento de Meduloblastoma, o gendétipo Pro/Pro esta associado a
uma menor sobrevida global dos pacientes submetidos a terapia adjuvante. No
entanto, devido a composicao interétnica da populacdo brasileira, futuros
estudos envolvendo populagbes maiores e de outras partes do mundo ser&o
essenciais para uma concluséo definitiva da funcdo do SNP TP53 Arg72Pro.

Palavras chave: Meduloblastomas; SNP  TP53 Arg72Pro; risco; prognastico,
terapia adjuvante.



SUMMARY

Medulloblastoma is a highly cellular malignant embryonal neoplasm, and it is
the most common malignant pediatric brain tumor, comprising 20 to 25% of
pediatric central nervous systen tumors. To investigate the role of the TP53
Arg72Pro single nucleotide polymorphism (SNP) on medulloblastoma risk,
medulloblastoma prognosis, and adjuvant therapy response, we performed a
case-control study with 122 patientes and 122 healthy controls from Brazil.
Compared to Arg/Arg, which is the most common genotype in the study
population, both the Arg/Pro and Pro/Pro genotypes did not influence the
medulloblastoma development risk (OR= 1.36 and P= 0.339 for the Arg/Pro
genotype; OR=1.50 and P=0.389 for the Pro/Pro genotype). With regard to
prognosis, the disease-free survival was not significantly different among the
TP53 Arg72Pro SNP genotypes (P > 0.05), but the less frequent genotype,
Pro/Pro, was associated with a shorter overall survival of medulloblastoma
patients (P=0.021). These data suggested that although there is no association
between the TP53 Arg72Pro and medulloblastoma risk, the Pro/Pro genotype is
associated with a shorter overall survival of patients submitted to adjuvant
therapy. Nevertheless, due to the interethnic composition of the Brazilian
population, future studies on larger populations from other parts of the world are
essential for a definitive conclusion of the function of the TP53 Arg72Pro SNP.

Keywords: Medulloblastoma; TP53 Arg72Pro SNP; risk; prognosis; adjuvant
therapy.
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1. CONTEXTUALIZACAO TEMATICA

1.1 TUMORIGENESE

Estudos consideram que o cancer origina-se atravées de alteracdes genéticas
e epigenéticas que ocorrem em genes especificos em determinado tipo celular. A
ocorréncia dessas alteracbes estd envolvida com ganho de fungdo, quando
acometem oncogenes; com perda de funcdo, se os genes alvo forem 0s genes de
supressdo tumoral e comprometimento da manutencédo da integridade gendmica,
guando essas alteragbes interferem com o0s genes de reparo do DNA. Assim, as
alteracdes, tanto genéticas quanto epigenéticas, promovem a instabilidade da
homeostase celular e, por conseguinte a desestabilizacdo do padréo arquitetural do

ciclo celular (Sugimura e Ushijima, 2000; Richardson, 2003).

Estes e inimeros outros mecanismos retratam a complexidade da doenca,
pois a perda do controle do crescimento celular inicia-se com alteragées em um ou
mais genes, seguidas pelo crescente acumulo de alteracbes em centenas, senao
milhares de genes. Este acumulo, em funcédo do tempo, faz com que o tumor atinja
seu maior grau de malignidade, o que, geralmente, culmina com o desenvolvimento

de metastases (Bartek e Lukas, 2001).

Hanahan e Weinber (2000) propuseram que toda célula tumoral necessita
adquirir seis alteracbes essenciais na fisiologia celular que coletivamente ditam o
crescimento maligno. S&o elas: (1) perda do controle sinalizatério sobre a
proliferacdo celular; (2) perda de sinalizacdo para diferenciacdo celular; (3)
sinalizacdo autocrina para divisdo celular; (4) inibicho de mecanismos pro-
apoptéticos; (5) capacidade de transpor a membrana basal de outros tecidos e
orgédos e; (6) inducdo de angiogénese. Todos estes processos envolvem vias
bioguimicas que formam uma complexa rede de sinalizagcdo celular. Estas vias
apresentam-se geralmente alteradas nos processos tumorais, pois 0s genes que as
compdem sofrem alteragdes, culminando na desestruturacéo do ciclo celular (Paige,
2003). Deste modo, a identificacdo e a determinacao funcional de tais genes sao

essenciais para o entendimento da biologia do cancer e das aplicacdes clinicas, tais

11



como a identificacdo de alvos terapéuticos, deteccdo e diagnostico precoce e
avaliacdo do curso e prognéstico da doenca (Albertson et al., 2003).

1.2 POLIMORFISMOS DE BASE UNICA

Um polimorfismo de base unica (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) é
geralmente definido como uma substituicdo estdvel de apenas uma base na
molécula de DNA com frequéncia maior que 1%, em pelo menos uma populacéo
(Taylor et al., 2001).

Estima-se que exista aproximadamente um polimorfismo a cada 1,91 Kb. Isto
significa que 90% das sequéncias de mais de 20 Kb apresentam, pelo menos, um
SNP e esta densidade pode ser maior nas regifes génicas. Dos genes conhecidos,
93% contém SNPs e 98% estdo a pelo menos 5 Kb distantes de um. Logo, quase
todos 0s genes ou regibes génicas sdo marcados por uma dessas sequéncias

variaveis (Sachidanandam et al., 2001).

O DNA do genoma humano apresenta inUmeras variacbes sequenciais,
dentre as quais as substituicbes de bases sdo as mais comuns. Dependendo da
localizacdo da variacdo nucleotidica simples, incluindo polimorfismos de base Unica
(SNPs) e muta¢Bes de ponto, diferentes conseqiiéncias podem ser geradas em nivel
fenotipico. SNPs em regides especificas do cdédigo genético podem alterar a
funcdo ou estrutura de determinadas proteinas, ocasionado desordens
monogenéticas. Por outro lado mutagBes podem estar associadas com patologias
multagénicas complexas como diabetes tipo 1, doencgas cardiovasculares ou cancer.
Particularmente em termos de oncologia, as mutacdes ou polimorfismos em alguns
casos de genes relacionados ao cancer desempenham um papel de potenciais
marcadores, contribuindo para o diagnoéstico da patologia, determinacdo do

prognaéstico ou manejo terapéutico (Lander et al., 2001).

Neste contexto, é de relevante interesse propostas diagnésticas que
estabelecam correlagBes genéticas plausiveis, destacando-se neste interim estudos
sobre mutagdes e SNPs em genes sabidamente relacionados a patologias humanas
(Ho-Pun-Cheung, 2006).
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As variagBes na seqiéncia gendmica contribuem para diversidade fenotipica
e apontam suscetibilidade a, ou contra, qualquer tipo de doenca. Deste modo,
estima-se que os riscos da maioria das doencas complexas podem ser fortemente
influenciados pelos padrdes de SNPs em certos genes chave de suscetibilidade,
ainda por serem identificados. O mesmo raciocinio pode ser aplicado para variagcoes
interindividuais de ordem genética na resposta a medicamentos, um campo de
grande interesse da industria farmacéutica. O beneficio em ter um mapa de SNPs é
gue este possibilita a cobertura de todo o genoma; portanto, os pesquisadores
podem comparar os padrbes e frequéncias dos polimorfismos de seus pacientes e,
desta forma, associa-los a doenca em questao (Brookes, 1999; Lander et al., 2001).

1.3 TPS3

O gene TP53 possui 11 éxons distribuidos ao longo de 20 Kb, no braco curto
do cromossomo 17, no l6cus 17p13.1. Este gene é responsavel pela transcricao de
uma proteina que se liga ao DNA em sequéncias especificas e age como fator de

transcricdo de genes reguladores do crescimento celular (Soussi e May, 1996).

A proteina TP53 é uma fosfoproteina nuclear constituida por 393 aminoéacidos
e tem como forma ativa funcional uma estrutura tetramérica, sendo que cada
subunidade é constituida por cinco dominios funcionais distintos: (1) um dominio de
ativacao transcricional, localizado na por¢ao N-terminal (Haupt et al., 1997; Kubbutat
et al.,, 1997); (2) logo apdés, um dominio SH? (Gorina e Pavletich, 1996); (3) um
dominio de interagdo com o DNA, localizado no cerne da proteina (El-Deiry et al.,
1992; Bourdon et al.,, 1997); (4) um dominio de tetramerizacdo, no quarto sitio,
responsavel pela formacdo da estrutura quaternaria (Jeffrey et al., 1995) e; (5) um

dominio de regulacdo, na por¢gédo C-terminal (Gorina e Pavletich, 1996) (Figura 1).
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Transativacdo SH* Ligagdo ao DNA Tetramerizagdo Regulagdo

Figura 1: Estrutura da proteina TP53: (a) estrutura linear; (b) estrutura tridimensional, (B1) dominio de
transativacéo; (B2) dominio de ligagdo ao DNA; (B3) dominio de tetramerizagdo (IARC, 2007).

As células humanas sao freqlientemente expostas a insultos genotéxicos de
origem enddgena ou ambiental associados com processo de carcinogénese.
Entretanto, as células desenvolveram um sistema complexo de protecdo contra tais
insultos. O TP53, gene de supressdao do tumoral, € um destes, desempenhando
tarefas importantes na protecdo e no rastreamento de insultos genotédxicos, atuando

como um integrador chave dos sinais produzidos por danos ao DNA.

Em células normais o nivel da proteina TP53 € baixo ou indetectavel, mas em
situacdes diversas podemos ter uma expressdo significativa, levando ao controle

intrinseco sobre o ciclo celular e mecanismos pré-apoptoéticos (Levine, 1997).

A frequéncia de aproximadamente 50% de mutacdes no gene TP53
observada nos tumores humanos, indica a complexidade das vias antiproliferativas
sob controle de TP53 e demonstra que esta proteina desempenha um papel
importante na tumorigénese (Bonafe et al., 2002).

As evidéncias iniciais de que o gene TP53 estaria envolvido na tumorigénese
foram dadas por estudos que demonstraram a freqiente perda de heterozigosidade
do I6cus 17p13.1, em diversos tipos tumorais (Fearon et al., 1987; Vogelstein et al.,
1988; Baker et al., 1990). Além disso, em individuos com sindrome de Li-Fraumeni,

doenca hereditaria tipicamente caracterizada por um alto risco de desenvolvimento
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de tumores, observou-se que o gene TP53 estava freqientemente mutado (Malkin et
al., 1992; Malkin et. al., 1994).

A proteina TP53 selvagem inibe o crescimento de células com dano genético,
por dois caminhos distintos: causando a parada do ciclo celular ou induzindo a
apoptose. Esta dicotomia permite uma resposta biolégica apropriada ao dano no
DNA. Desta maneira, ou a integridade genémica € restaurada, por reparo do DNA,
permitindo que as células sejam liberadas da detencéo transitéria do ciclo celular ou,
guando o dano persiste, estas sdo permanentemente eliminadas por apoptose. Esta
funcdo de TP53 como “guardia do genoma” pode ser estendida ao monitoramento e
reparo inicial do dano no DNA em adig&o ao controle direto do crescimento celular e
apoptose (Lane, 1992; Wang et al., 1995).

Uma regiao critica da proteina TP53 para a sinalizacdo da apoptose localiza-
se entre 0s codons 64 e 92 e é caracterizada por uma alta freqiéncia do aminoéacido
prolina. Dentro dessa regido, no éxon 4, existe um frequiente SNP funcional, que
resulta na substituicdo de uma arginina por uma prolina no cédon 72 (Arg72Pro).
Dumont et al. (2003) relataram que, em homozigose, o alelo Arg72 tem a
capacidade de induzir apoptose 15 vezes maior que o alelo Pro72. Esta capacidade
aumentada do alelo Arg72 é devida, pelo menos em parte, a localizagdo mitocondrial
potencializada, na qual TP53 pode interagir diretamente com a proteina pro-
apoptoética BAK (Leu et al., 2004). Estes estudos de funcionalidade do SNP TP53
Arg72Pro serviram de base para outros que testaram o impacto desse polimorfismo
no risco e progressdo dos tumores, onde o alelo menos apoptotico Pro72 foi
associado com o risco aumentado para o desenvolvimento de tumores (Kawaijiri et
al., 1993; Jin et al., 1995; Wang et al., 1999; Granja et al., 2004; Hishida et al., 2004;
Xi et al., 2004).

As variantes Pro72 e Arg72 tém sido referidas em diversos estudos como
apresentando atividade funcional intrinseca diferente. A variante Arg72 foi mais
associada a supressao da transformacédo celular, um perfil fortemente vinculado a
acao pro-apoptotica de TP53. Adicionalmente, a variante Arg72 foi mais susceptivel
a degradacdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV), dos subtipos 18 e 16,

sabidamente com alto poder oncogénico (Hishida et al., 2004).
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Esta associacdo tem sido relacionada ao alto risco de cancer em inimeros
estudos, ainda que ndo haja um consenso pleno, especialmente nas lesbes HPV
induzidas (Dumont et. al., 2003).

1.4 MEDULOBLASTOMA
1.4.1 Epidemiologia

Meduloblastoma, também conhecido como tumor primitivo neuroectodérmico
(PNET) da fossa posterior, foi inicialmente descrito por Bailey e Cushing em 1925,
tendo sido a primeira grande casuistica definida em 1930, com a andlise de 61
casos, feita por Cushing (Albright et al., 2008).

O Meduloblastoma é a neoplasia encefalica mais comum na infancia,
correspondendo a taxas de 16 a 25% de todos os tumores encefalicos em menores
de 19 anos e 30-40% de todos os tumores da fossa posterior. As taxas de incidéncia
sdo em média de 0,48 (meninas) a 0,75 (meninos) por cada 100.000 pacientes- ano,
estimando-se que haja em média nos EUA em torno de 350 novos casos ao ano
(Crawford et al., 2007; Albright et al., 2008). Sao de ocorréncia rara na populacao
adulta, correspondendo a apenas 1% dos tumores nesta faixa etaria (Albright et al.,
2008).

Ocorrem, no Meduloblastoma, dois picos de incidéncia, sendo o primeiro

entre os 3 e 4 anos e outro entre 9 e 10 anos de idade (Crawford et al., 2007).

Em torno de 1-2% dos casos de Meduloblastoma estdo associados a
sindrome de Gorlin (sindrome do carcinoma basal nevéide) e até 40% dos pacientes
podem apresentar Polipose Adenomatosa Familiar (Sindrome de Turcot) com

mutacdes génicas no cromossomo 521 (Crawford et al., 2007).

Nas duas ultimas décadas inumeros fatores prognosticos moleculares foram
testados no intuito de melhor entendimento da estratificacdo de risco e das opcoes
de tratamento para Meduloblastoma. Neste sentido, até o presente momento
alteracOes de sinalizagéo TrkC e Wnt, além de delecdo do cromossomo 64, tém sido

identificados como marcadores promissores favoraveis. No entanto, apenas quatro
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marcadores sao consensuais quanto a sua reprodutibilidade, estando associados a
resultados desfavoraveis, sendo estes: amplificagdo MYC, superexpressédo BIRCS5,
superexpressdao ERBB2 e mutacédo de TP53 (Grotzer et al., 2000; Pfister et al., 2009;
Pizem et al., 2005; Ray et al., 2004; Tabori et al., 2010; Thompson et al, 2006).

A verséao atualizada do banco de dados sobre mutacdes de TP53, da Agéncia

Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (versdo R15; WWW.p53.iarc.fr), refere

mais de 27.000 casos de mutacdes somaticas de TP53, com geracdo de mais de
2.300 diferentes proteinas mutantes (Petitiean et al., 2007). A despeito de tais
informacdes e do fato recentemente identificado do pobre prognéstico conferido
pelas mutacbes de TP53, este gene é muito raramente mutado em
Meduloblastomas (Tabori et al., 2010).

Em funcdo de nosso conhecimento, ndo ha estudos, até o presente momento,
gue demonstrem associacdo entre o SNP TP53 Arg72Pro e a susceptibilidade ao

desenvolvimento, progndéstico ou resposta a terapia adjuvante em Meduloblastomas.

1.4.2 Manifestacdes Clinicas

Em funcdo de sua localizagdo na fossa posterior (compartimento
infratentorial), o Meduloblastoma comporta-se como uma leséo expansiva causando
compresséao do 4° ventriculo, gerando hidrocefalia obstrutiva. As consequéncias sao
tipicas manifestacdes de hipertensdo intracraniana (cefaléia, nduseas, vomitos e
alteracdes variaveis do nivel de consciéncia). O comprometimento cerebelar pode
gerar distarbios graves na coordenacdo dos movimentos, denominados ataxias, com
importante comprometimento da marcha, da estabilidade postural e dos atos
motores complexos (Crawford et al., 2007). Tais sintomas comumente apresentam-

se muitas semanas antes do diagndstico definitivo (Albright et al., 2008).

Paresia de nervos cranianos podem ocorrer, especialmente do VI nervo,
gerando diplopia e estrabismo. O fundo de olho pode evidenciar papiledema, reflexo
do quadro de hipertensao intracraniana subjacente (Crawford et al., 2007; Albright et
al., 2008).
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1.4.3 Diagnostico
1.4.3.1 Neuroimagem

Geralmente o primeiro exame realizado € a Tomografia Computadorizada
(TC) de Cranio, em funcdo de sua acessibilidade e rapidez de realizagcdo. Os
achados classicos na TC (Figura 3A) correspondem a um processo expansivo
vermiano, localizado na linha média, com captacdo do meio de contraste. Tal
achado é visto em 30-55% dos pacientes. Outros achados ndo habituais podem
corresponder a lesBes cisticas, les6es hipodensas ndo captantes e com
calcificacoes (Nelson et al., 1991; Kumar et al., 2001).

A Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de encéfalo (Figuras 3B e 3C)
apresenta uma contribuicdo importante no diagnéstico do Meduloblastoma,
evidenciando lesdes heterogéneas da linha média, com sinal hipointenso em T1 e
atenuacao intermediaria entre substancia branca e cinzenta em T2. A captacado de
contraste geralmente é bastante heterogénea, ainda que captacdes homogéneas e
regulares possam ocorrer. A utilizacdo de RNM de neuroeixo é de realizacéo
obrigatéria na investigacdo de doenca extracraniana, sendo fundamental no
estadiamento da doenca (Kumar et al., 2001). Outras modalidades de estudos
neurorradioldgicos, tais como Espectroscopia por RNM, Tomografia com Emisséo de
Pésitrons (PET scan) e TC com emissdo de féton Unico (SPECT), apresentam
utilizacao especialmente na diferenciacdo entre recorréncia tumoral e a presenca de

radionecrose pos-tratamento (Crawford et al., 2007).
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Figura 2C: Meduloblastoma evidenciado em RNM de encéfalo T2 coronal.
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1.4.3.2 Patologia

A despeito do grande avanco das técnicas neurorradiologicas, o diagndstico
do Meduloblastoma permanece baseado em critérios histopatologicos e
imunohistoquimicos. Segundo a classificagdo da OMS, podemos ter as seguintes
variantes do Meduloblastoma: Meduloblastoma Classico, Meduloblastoma
Desmoplasico, Meduloblastoma com extensiva nodularidade e Meduloblastoma de
Grandes Células (Giangaspero et al., 2000, Eberhart et al., 2004).

Meduloblastomas geralmente sdo tumores friaveis de coloracdo purpura e
localizados na topografia do quarto ventriculo. Podem comprometer hemisfério
cerebelar e tronco encefalico. Aglomerados de células redondas e azuis, com
intensa hipercromasia nuclear, sdo os achados classicos do Meduloblastoma
indiferenciado. As rosetas de Homer-Wright sdo também achados caracteristicos e
ocorrem em aproximadamente 40% dos casos. Alto indice mit6tico é visto em até
80% dos Meduloblastomas, sendo avaliado através de anticorpos KI67/MIB1.
Meduloblastomas comumente s&do positivos para Vimentina e Sinaptofisina
(Gilbertson et al., 2002; Eberhart et al., 2004).

Figura 2D: Histopatologia do Meduloblastoma. Imunorreatividade para mutacdo de TP53 (a) e

imunohistoquimica negativa para mutacao de TP53 (b).
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1.4.4 Estadiamento e Estratificagéo de Risco

Além da realizacdo de RNM de neuroeixo é fundamental o estudo de liquido

cefalorraquidiano (LCR) mediante puncao lombar, objetivando a pesquisa de células

neoplasicas. O LCR devera ser colhido duas semanas ap0s a cirurgia para evitar

resultados falso-positivos (Packer et al., 2003).

Os resultados do tratamento do Meduloblastoma séo altamente dependentes

do estadiamento clinico na época da apresentacéo inicial. Neste sentido, a principal

ferramenta utilizada para estadiamento é o sistema de Chang, descrita na tabela 1

(Chang et al., 1969).

Tabela 1 — Estadiamento Tumoral no Meduloblastoma — Sistema de Chang

Estadio Tumor (T)

T1: Tumor menor que 3cm de didametro, envolvendo estruturas da fossa

posterior;

T2: Tumor menor que 3cm de diametro, invadindo 2 ou mais estruturas na

fossa posterior;

T3a: Tumor maior que 3cm de diametro, invadindo duas ou mais estruturas

da fossa posterior;

T3b: Tumor invadindo o assoalho do quarto ventriculo;

T4: Tumor estendendo-se além do quarto ventriculo, superiormente em

direcdo ao terceiro ventriculo ou inferiormente em diregdo a cisterna magna.

Estadio Metastético (M)

MO: sem evidéncia de disseminagé&o tumoral;

M1: citologia oncética positiva no LCR;

M2: disseminacg&o tumoral intracraniana;

M3: disseminacéo tumoral intraespinhal;

M4: disseminacéo tumoral sistémica

Fonte: Chang et al., 1969
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1.4.5 Tratamento

Cirurgia, Radioterapia e Quimioterapia sao ferramentas amplamente utilizadas
no tratamento do Meduloblastoma. Em se tratando de abordagem cirargica, sabe-se
que o grau de resseccdo é fator prioritario, haja vista estar intrinsecamente
relacionado ao progndstico e ao controle ao longo prazo da doenca (Albright et al.,
2008). Resseccbes amplas e com minimo residuo tumoral, respondem melhor ao
tratamento adjuvante e apresentam menores taxas de recrescimento ou recidiva
locorregional com a passar do tempo (Zeltzer et al., 1999). E necessario lembrar que
os tumores de linha média na fossa posterior, entre eles o Meduloblastoma,
apresentam intima relagdo com estruturas do assoalho do quarto ventriculo e, por
conseguinte, com estruturas do tronco encefalico, tendo o potencial de gerar grande
morbidade nas abordagens cirirgicas. Ha relatos bem descritos, de uma sindrome
de Mutismo Cerebelar no poés-operatorio de lesbes da fossa posterior, sendo

mecanismo proposto a lesdo do trato dentorubrotalamico (Robertson et al., 2006).

A Radioterapia é parte fundamental e obrigatéria no tratamento do
Meduloblastoma, sendo superior a utilizacdo da cirurgia isoladamente. Em funcao da
extrema morbidade da radioterapia em criancas menores, esta é apenas indicada
nas criangas acima de trés anos. Deverd ser realizada irradiacdo de todo neuroeixo,
com um boost (dose maior concentrada) na fossa posterior. A irradiagdo do
neuroeixo, mesmo sem a detec¢do de lesdes na RNM ou no LCR é fundamental na
ablacdo de possiveis lesdes microscopicas (Patterson et al., 1953; Albright et al.,
2008).

A quimioterapia € um dos tratamentos padrédo em pacientes de alto risco,
especialmente nos menores de trés anos que ndo devem receber a radioterapia.
Quimioterapia melhora os resultados em pacientes submetidos a cirurgia radical e
radioterapia, melhorando a sobrevida em 24-40% dos casos. Em adultos a
guimioterapia ndo parece apresentar bons resultados, especialmente em funcao da
baixa tolerabilidade dos efeitos adversos dos quimioterapicos. Drogas comumente
utilizadas sdo a Cisplatina, Vincristina, Lomustina, Ciclofosfamida e Etoposideo
(Gottardo, 2006).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem objetivo avaliar, por PCR-RFLP, a associacdo do SNP TP53
Arg72Pro na suscetibilidade ao desenvolvimento de Meduloblastomas, na populacéo

em estudo.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar o genoétipo do SNP TP53 Arg72Pro entre as populacdes
caso e controle, na intencdo de identificar associacbes destes

genatipos na suscetibilidade ao desenvolvimento de Meduloblastoma.

e Comparar o genétipo do SNP TP53 Arg72Pro obtidos na populacao de
pacientes com varidveis como idade, sexo, status vital, grau e subtipo

tumoral, na intencdo de identificar associacdes com essas variaveis.
e Avaliar a influéncia dos genétipos dos SNPs na taxa de sobrevida

global e livre de doencga, na intencao de identificar fatores que possam

contribuir para o progndéstico dos pacientes.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1 Definicdo Amostral e Critérios de Incluséo

Foram estudadas amostras de fragmentos tumorais, provenientes dos blocos
de material utilizado no diagndstico histopatolégico de Meduloblastoma dos
pacientes, que estdo ou estiveram em seguimento oncolégico no Hospital Ophir
Loyola entre os anos de 1999 a 2010.

Todos os pacientes que nao enquadrarem-se nas caracteristicas acima, nao

serdo incluidos.

A populacao de estudo é constituida de 244 participantes, sendo 122 casos,

ou seja, portadores de Meduloblastoma, e 122 controles.

bY

Para obtencdo das amostras foi procedida a clivagem em microtomo dos
blocos selecionados, objetivando apenas a obtencdo de um pequeno fragmento
laminar, sem danificar de maneira alguma o bloco. Em seguida procedeu-se a

extracdo do material genético mediante técnica descrita adiante.

Para definicdo do diagndstico histopatolégico de Meduloblastoma, todos os
exemplares tumorais foram analisados e revistos independentemente por dois
neuropatologistas experientes, conforme critérios da OMS (Eberhart et al., 2002;
Louis et al., 2007).

No que se refere a definicdo do tipo de tratamento cirdrgico empregado é
importante que se defina que:

- Resseccdo Completa: foi considerada resseccdo completa a auséncia de
doenca microcirurgica (visdo microscopica intra-operatoria do cirurgido), confirmada

com RNM de encéfalo pos-operatoria.

- Resseccdo Subtotal: foi considerada ressecc¢éo subtotal a resseccdo de >
75% e < 100% da leséo, calculadas mediante volume de residuo tumoral em RNM
de encéfalo pbs-operatéria.
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- Resseccao Parcial: foi considerada resseccéo parcial a ressec¢cao menor
que 75% da lesao, definida mediante célculo do volume tumoral residual, em RNM

de encéfalo pds-operatéria.
- Biopsia: ressecc¢do apenas amostral para diagnadstico.

- Tratamento ndo operatorio: pacientes que por algum motivo ndo puderam

receber tratamento neurocirdrgico.

O grupo controle foi formado por populacdo de referéncia de 122
participantes, ajustadas por idade e sexo a populacdo de casos e sem qualquer
historico pessoal ou familiar de cancer, constantes no Banco de Amostras do
Laboratorio do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), através de
convénio de cooperacdo com a Universidade Federal do Para (UFPA). Destes

participantes foi utilizado 5ml de sangue periférico.

3.2 Aspectos Eticos

O desenvolvimento das atividades do estudo tiveram a finalidade precipua de
contribuir com desenvolvimento cientifico e para a melhoria na atencdo a saude das
criancas com cancer, levando em consideracdo a determinacdo de possiveis
marcadores genéticos relacionados ao diagnostico e ao progndstico de tais

pacientes.

No que se refere ao sigilo das informacdes obtidas durante o estudo, esta foi
garantida de forma ampla, na medida em que todos os participantes foram
identificados por um coédigo alfanumérico correspondente ao registro no
Departamento de Patologia do Hospital Ophir Loyola, ndo sendo utilizado de forma
alguma os nomes ou qualquer forma de identificacdo pessoal dos participantes ou

de seus familiares, em todas as etapas de desenvolvimento do estudo.

O material utilizado no estudo foi proveniente do bloco de parafina que
motivou o diagnostico histopatologico, ndo sendo necessaria a realizacdo de

qualquer teste ou analise diretamente com o0s pacientes ou seus familiares. Todos
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os dados serédo dissociativos dos individuos e ndo identificaveis em todas as etapas
do estudo.

N&o houve necessidade de proposta para aconselhamento genético, haja
vista que as patologias envolvidas no estudo sdo, na maioria dos casos, de

desenvolvimento esporadico, sem carater familiar associado.

N&o houve, na pesquisa, qualquer proposta de modificacdo do genoma
humano, cabendo apenas a identificacdo de alteracbes presentes. Para mais

informacdes vide as técnicas utilizadas.

Atendendo a Resolucao n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Ministério
da Saude, 1996), que trata das normas para pesquisas envolvendo seres humanos,
este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Joao de Barros Barreto, em funcdo da inexisténcia de um comité semelhante no

hospital em que se realizara o estudo.

N&do houveram qualquer tipo de risco aos participantes, associado ao

desenvolvimento das atividades do projeto.

Os beneficios estéo intrinsecamente relacionados a geracdo de conhecimento
e sua divulgacdo na comunidade cientifica, objetivando a melhoria no diagndstico

precoce e no progndéstico das criangas com cancer.

3.3 Manejo das variaveis Epidemiolégicas e Comportamento Clinico dos

Tumores

O estudo das varidveis epidemiolégicas e comportamento clinico das
neoplasias foi realizado através da coleta de informacdes de forma retrospectiva que
constam do Registro Hospitalar de Cancer do Hospital Ophir Loyola, mais

precisamente na Ficha de Registro de Tumor, segundo recomendagdes do INCA.
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3.4 Extracdo e quantificacdo do DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizado aproximadamente 0.3 cm?® de tecido das
amostras tumorais. Cada amostra foi submetida a maceracado com nitrogénio liquido.
Depois de pulverizada, a amostra foi transferida para um tubo de centrifuga e entédo
adicionados 5 mL de tampao de extragdo (Tris 1 M; EDTA 0,5 M; NaCl 5 M), 50 L
de proteinase K (10 mg/mL) e 0,5 mL de SDS 20%. O tubo foi agitado por inversao
até a obtencdo de uma mistura completamente homogénea que em seguida foi

incubada em banho-maria a 37°C durante a noite.

No dia seguinte, foram adicionados de 5 mL de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) ao tubo de centrifuga. Neste novo passo, a mistura sofreu
inversdes suaves por aproximadamente 5 minutos para sua completa
homogeneizacdo. A solucdo homogeneizada foi centrifugada a 3000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante transferido para um outro tubo de centrifuga, onde serédo
adicionados 5 mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Este tubo também sofreu
inversdes suaves até sua homogeneizacdo. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um tubo de centrifuga de 50 mL, o volume da amostra foi medido e
acrescentou-se 1/10 deste volume de acetato de amoénio 7.5 M e 2 volumes de
etanol absoluto gelado, para precipitacéo.

ApoOs a precipitacdo do DNA, as amostras foram centrifugadas, o DNA lavado
com etanol 70%, novamente centrifugado e o etanol descartado. O DNA foi colocado
para secar a 37 °C durante uma hora. Em seguida, foi adicionado de 500 a 700 uL
de agua estéril ao precipitado e, apo0s sua dissolugdo completa, o DNA foi

quantificado e armazenado a -20 °C até as analises.

A extragdo do DNA do sangue periféricos dos controles procedeu-se,
basicamente segundo a metodologia de Old e Higgs (1993), porém com algumas
modificagdes. Foram adicionados 5 mL sangue total em tubo de 15 mL,
acrescentau-se solucdo salina (9 g/L de NaCl) até 14 mL e esta mistura foi
submetida a centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos. Em seguida o sobrenadante
foi desprezado e acrescentou-se tampdao de lise de hemacia (5 mmol/L de MgCl,, 20
mmol/L de Tris-HCI, pH 7,8) até 14 mL, esta mistura também foi submetida a

centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
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desprezado e 5 mL de tampéo de lise de leucocitos foi adicionado ao precipitado
(0,2 mol/L de NaCl, 1 mmol/L de EDTA e 10 mmol/L de Tris-HCI, PH 7,8), além de
500 pL de SDS a 10% e 10 pL de proteinase K (20 mg/mL). Esta mistura foi agitada
por 2 horas a temperatura ambiente. No final deste periodo foi acrescentado 1
volume de fenol e agitar-se-4 por 10 minutos, com posterior centrifugacao (3.000
rpm/10 minutos) e transferéncia do sobrenadante para um novo tubo. Neste tubo foi
adicionado 1 volume de cloroférmio:alcool isopropilico (24:1), agitou-se por 10
minutos com posterior centrifugacdo (3.000 rpm/10 minutos) e transferéncia do
sobrenadante para um novo tubo. Adicionou-se 2,5 vezes o volume de alcool
isopropilico e a mistura foi agitada por inversédo até a precipitacdo do DNA, que foi
transferido para um novo tubo, onde permaneceu secando por toda a noite. Passado
esse periodo, foi adicionado de 700 a 1.000 uL de &agua estéril e, apos sua

dissolucédo completa, foi o DNA quantificado e armazenado a -20 °C até as analises.

A pureza e concentracdo do DNA foi determinada por corrida eletroforética
em gel de agarose (Amersham Biosciences) a 0,8% e em espectrofotbmetro
(Spectronic Genesys 5, Milton Roy, Rochester, NY,. Estados Unidos da América) por
meio do comprimento de onda de 260 e 280 nm. Para as analises, todas as

amostras foram diluidas até 50 ng.

3.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase

As condi¢bes da PCR, da regido polimérfica de interesse, para um volume
total de 25 pL ser&o: 50 ng de DNA, tampéo 1x (Biotools, Madri, Espanha), 2 mM de
MgCl, (Biotools, Madri, Espanha), 0,4 uM de cada primer (Invitrongen, Estados
Unidos), 50 uM de cada dNTP (Amersham Biosciences), 0,5 U de Tag polimerase
(Biotools, Madri, Espanha) e agua Milli-Q (Millipore, Inc.). A PCR foi realizada em
termociclador Mastercycler (Eppendorf, Inc.).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Amersham Biosciences), corado com brometo de etidio, na concentracdo de 2%. A

eletroforese foi realizada em cuba horizontal com corrente de 150 V e os fragmentos

28



amplificados foram visualizados em transiluminador (modelo FBDLT-88, Fisher

Scientific) com fonte de luz ultravioleta.

3.6 Digestdo Enzimatica dos Produtos Amplificados

Apé6s amplificacdo das regibes de interesse do SNP TP53 Arg72Pro, os
produtos da reacdo foram submetidos ao procedimento de RFLP (restriction
fragment length polymorphisms), incubados na presenca da enzima BstU Ic(New
ngland, BioLabs, Inc.).

A presenca do alelo Arg72 do SNP TP53 Arg72Pro possui um sitio de
restricdo reconhecido pela enzima BstU | que, apés a digestdo enzimatica, gera dois
fragmentos de tamanhos diferentes (52 pb e 100 pb), enquanto que o alelo Pro72

permanece com 152 pb.

3.7 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Os produtos das digestbes enzimaticas foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida 19:1 (acrilamida:bis-acrilamida, Amersham Biosciences) na
concentragéo de 10%, sob uma corrente de 150 V em cuba vertical, juntamente com
um Ladder de 50 pb (Amersham Biosciences). Apos a corrida, o gel foi submetido a

coloracdo com nitrato de prata (Merck) a 10% e fotografado.

3.8 Purificacdo e Sequenciamento

Para controle das digestdes enzimaticas, 10 produtos de PCR do SNP

estudado foram purificados e em seguida sequienciados.

A purificacdo foi realizada utilizando-se uma combinagdo de duas enzimas:
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (USB Corporation, Cleveland, Ohio), que
degrada os nucleotideos ndo incorporados e a Exonuclease | (EXO) (USB
Corporation, Cleveland, Ohio), que degrada primers residuais e demais produtos de
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fita simples ndo desejaveis. Em 8 L de produto de PCR foram misturados 0,5 pL de
EXO (10 U/uL) e 1 pL de SAP (1 U/pL). Em seguida, esta mistura foi incubada em
termociclador Mastercycler (Eppendorf, Inc.) por 1 hora a 37 °C e 15 minutos a 80°C.
ApoOs a ciclagem, as amostras foram aplicadas em gel de acrilamida (29:1), para

confirmar a presenca de banda Unica, e conservadas a 4 °C até o sequenciamento.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em MegaBACE 1000 (GE
Healthcare), utilizando-se o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (Amersham
Biosciences), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.9 Anélise Estatistica

As populacfes caso e controle foram testadas quando ao seu equilibrio pela
lei de Hardy-Weinberg. Para verificar se a distribuicdo dos genoétipos dos SNPs era
semelhante entre as duas populacgdes e se a distribuicdo de idade, sexo, status vital,
grau e subtipo tumoral eram semelhantes entre a populacdo de pacientes foi
utilizado o teste do Qui-Quadrado ou o teste Exato de Fisher (F), quando necesséario.

Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.

Para avaliar a influéncia de idade, sexo, grau e subtipo tumoral e os genétipos
dos SNPs na taxa de sobrevida livre de Obito e de doenca dos pacientes, foram
construidas curvas de Kaplan-Meier para cada uma das diferentes categorias de
cada variavel. A comparacado para verificar se uma ou outra categoria aumenta ou

nao a chance de sobrevida foi realizada pelo teste de Log-Rank.

30



4. RESULTADOS

A populacdo total do estudo foi constituida por 122 pacientes com
Meduloblastoma e 122 individuos controle. Juntas, as amostras dos pacientes com
Meduloblastoma e controles foram compostas por 69 homens e 53 mulheres (M / F

proporcao = 1,3).
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Figura 3: Distribuicao quanto ao sexo Figura 4; Distribui¢éo quanto ao sexo em
em pacientes com Meduloblastoma pacientes do grupo controle.

A idade média tanto para os pacientes quanto para o grupo controle foi 11,12
anos (pacientes variaram de 0,17 a 26 anos e controles variaram de 2 a 25
anos). Nao houve diferencas significativas no que tange ao género e idade entre os
grupos (P> 0,05).

No que se referem ao subtipo histologico, noventa e cinco (77,87%) pacientes
apresentaram Meduloblastoma "classico”, dezesseis (13,11%) apresentaram
Meduloblastoma "desmoplasico”, e onze (9,02%) apresentaram Meduloblastoma
"grandes ceélulas / anaplasico”. Nenhuma diferenca significativa na estratificacado por

grau do tumor foi observada entre os grupos (P = 0,121).
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Figura 5: Distribuicaoco guanto ao tipo
histoldgico de Meduloblastoma

As frequéncias genotipicas e alélicas estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg em todos os grupos. O SNP TP53 Arg72Pro e frequiéncias genotipicas
nao diferiram significativamente entre os grupos caso e controle. Enquanto a
frequéncia do alelo Pro72 no grupo controle foi de 32,0%, foi de 37,7% no grupo de
pacientes (P = 0,459). Nos controles, o Arg/Arg, Arg/Pro, e frequéncias Pro/Pro
genatipo foram 49,2, 37,7 e 13,1%, respectivamente. Nos pacientes, as freqiéncias
genotipicas Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro foram de 41, 42,6 e 16,4%, respectivamente
(P = 0,423). Em comparacdo com Arg/Arg, que € o0 gendtipo mais comum na
populacdo em estudo, tanto o Arg/Pro e gendétipos Pro/Pro ndo influenciam o risco
de desenvolvimento de meduloblastoma (OR = 1,36, IC95% = 0,79-2,34, P = 0,339
para o genaotipo Arg/Pro; OR = 1,50, IC95% = 0,70-3,20, P = 0,389 e para o gendétipo
Pro/Pro).

3T
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T
ArgiArg ArgPro ProPro Arg/Arg Arg/Pro ProPro

Figura 6: Distribuigdo de ocorréncia dos Figura 7: Distribuicdo dos diferentes tipos de
diferentes genodtipos nos controles gendtipos em Meduloblastomas.
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O Arg/Pro e Pro/Pro genétipos foram entdo combinadas por causa da baixa
frequéncia Pro/Pro, e a combinacdo n&o influenciou o risco de desenvolver
Meduloblastomas (OR = 1,39, IC9%5% = 0,84-231, e P = 0,247).

Tabela 1. Caracteristicas de pacientes com Meduloblastoma e controles

o Casos Controles p-

Variaveis P-value*  OR (95% CI)

n=122 (%) n =122 (%) value
Genotype
Arg/Arg 50 (41.0) 60 (49.2)
Arg/Pro 52 (42.6) 46 (37.7) 1.36 (0.79-2.34) 0.339
Pro/Pro 20 (16.4) 16 (13.1) 0.423 1.50 (0.70-3.20) 0.389
Arg/Pro + Pro/Pro 72 (59.0) 62 (50.8) 1.39 (0.84-2.31) 0.247
Allelotype
Arg 152 (62.3) 166 (68.0)
Pro 92 (37.7) 78 (32.0) 0.459 0.78 (0.53-1.13) 0.217

* P-valor foi obtido usando os testes qui-quadrado ou exato de Fisher

Abreviac¢des: OR, odds ratio; Cl, confidence interval.

O periodo médio de acompanhamento (follow-up) de todos os pacientes foi de
62,32 meses (intervalo de 7,23 — 148,93 meses). Ao final do periodo de seguimento
sobreviveram 103 pacientes, sendo o tempo médio de seguimentos destes de 58,87
meses. Para os pacientes que tiveram como desfecho clinico o 6bito o tempo médio
de seguimento foi de 81,02 meses. As curvas de sobrevida sdo mostradas abaixo

nas Figuras 8a e 8b.
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Figura 8a: Curva de sobrevida livre de doenca dos pacientes com Meduloblastoma de

acordo com os diferentes gendtipos.
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Figura 8b: Curva de sobrevida global dos pacientes com Meduloblastoma estratificados
pelos diferentes Genétipos.

Enquanto a sobrevida livre de doenca ndo foi significativamente diferente
entre 0S genotipos TP53 Arg72Pro SNP (P> 0,05), 0 genotipo
menos frequientes Pro/Pro foi associado com uma menor sobrevida global dos
pacientes com Meduloblastoma (P = 0,021). A analise multivariada demonstrou
que idade, sexo, grau histolégico e tipo de cirurgia nao foram relacionados a maior

sobrevida.
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5. DISCUSSAO

O gene TP53 tem um papel central na manutencéo da estabilidade gendmica,
e é um gene supressor tumoral freqlentemente mutado em canceres humanos
(Eberhart et al., 2002).

Estudos recentes tém relacionado mutacdes somaticas de TP53 com
resultados desfavoraveis em casos Meduloblastomas (Tabori et al., 2010). Neste
interim, € razoavel se supor que um SNP no gene também pode ser associado com

o risco de desenvolvimento de Meduloblastomas e/ou influenciar no prognastico.

Em particular, o SNP TP53 Arg72Pro tem atraido consideravel atencédo de
diferentes grupos de pesquisa em funcdo de um papel potencial no desenvolvimento
ou influéncia prognéstica em tumores do Sistema Nervoso, particularmente gliomas
(Efeyan et al., 2007; Almeida et al., 2009).

No entanto, o impacto do SNP TP53 Arg72Pro em risco e progndéstico nunca
foi avaliada em pacientes com Meduloblastomas. Por esta razdo, o objetivo principal
deste estudo do tipo caso-controle foi investigar a relacdo entre esta variacao
gendmica e suscetibilidade a Meduloblastomas em uma populagéo brasileira.

O presente estudo indicou que as frequéncias genotipicas e alélicas nos
grupos caso e controle foram semelhantes (P = 0,423 e P = 0,459, respectivamente)
e que nao se mostrou associagao significativa com o risco de desenvolvimento de
Meduloblastomas (OR = 1,48, IC 95% = 0,90- 2,44 e P = 0,156). Estes resultados
sugerem que o SNP TP53 Arg72Pro pode n&o contribuir significativamente para a

susceptibilidade a Meduloblastomas na populacéo brasileira.

Em comparacdo com dois outros estudos de nosso grupo, que também foram
realizados na populacdo brasileira, mas com diferentes tumores, estes resultados
foram consistentes com aqueles observados em uma série de gliomas (P = 0,488)
(Zawlik et al., 2009), mas discordantes daqueles observados para tumores cerebrais
extra-axiais (meningiomas e schwannomas) (OR = 3,23, IC95% = 1,71-6,08, e P =
0,003) (Efeyan et al., 2009).
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Estes resultados controversos possivelmente ocorrem em fungdo de
diferencas histologicas e de comportamento biolégico tumoral. No entanto, em
comparacao a nivel mundial, a heterogeneidade étnica do SNP TP53 Arg72Pro
também deve ser considerada. Os brasileiros formam uma das populacfes mais
heterogéneas no mundo devido a cinco séculos de cruzamentos interétnicos de
povos dos trés continentes, incluindo os colonizadores europeus, principalmente o
Portugués; escravos Africanos; e amerindios autéctones (Louis et al., 2007).. A citar-
se como exemplo, no leste da Eslovaquia, Biros et al. ndo mostrou qualquer
associacdo com este SNP em amostras de astrocitoma (P = 0,75). Na india, no
entanto, Jha et al. relataram que o alelo Pro72 é associado com o risco de glioma (P
=0,037).

Parhar et al. sugeriram uma possivel associacao entre o SNP TP53 Arg72Pro
e a suscetibilidade a tumores cerebrais, especialmente astrocitomas de alto grau (P
= 0,002). No entanto, em pacientes Portugueses, Lima-Ramos et al. né&o
encontraram nenhuma associacao significativa entre o SNP TP53 Arg72Pro e tipo
histol6gico glioma (P> 0,05). Ao correlacionar a idade e o sexo na Franca, El Hallani
et al. descobriram que o gendtipo Pro/Pro é super-representado em pacientes com
glioblastomas com menos de 45 anos (P = 0,002), o que sugere que o SNP TP53
Arg72Pro é particularmente critico para a oncogénese em glioblastomas de
pacientes jovens. No entanto, esses autores ndo encontraram uma associacao

significativa quando se comparam homens e mulheres (P> 0,05).

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa entre os alelos SNP
TP53 Arg72Pro em pacientes com Meduloblastomas, no que se refere a tipo

histolégico, idade ou sexo (P> 0,05).

Com relacdo ao prognostico, este foi o primeiro estudo de nosso
conhecimento que examinou a relacéo entre o SNP TP53 Arg72Pro e a sobrevida

dos pacientes com Meduloblastomas submetidos a terapia adjuvante.

O gendtipo menos frequente Pro/Pro foi associado com uma menor sobrevida
global dos pacientes com Meduloblastoma (P = 0,021), fato conflitante com um

estudo anterior de Lima-Ramos et.al., que mostrou que pacientes com glioma que
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abrigam o alelo Pro72 (Arg/Pro + Pro/Pro) tém uma resposta significativamente
melhor terapia adjuvante (P = 0,027).

Para adquirir uma comparacdo melhor dos dados, foi realizada uma analise
de sobrevivéncia com os pacientes Arg/Arg versus Arg/Pro + Pro/Pro. No entanto, os
resultados desta analise de sobrevivéncia ndo estdo em acordo aqueles relatados
por Lima-Ramos et. al. (P = 0,123) (dados n&o mostrados). Esses autores
argumentam em seu estudo que as células de glioma que abrigam um alelo Pro72
tém uma desvantagem de sobrevivéncia em condi¢Bes hipdxicas em comparacao

com as células que abrigam um alelo Arg72.

Anteriormente, informamos que os genétipos Arg72Pro de TP53 ndo estdo
associados com a sobrevida de pacientes com gliomas e tumores extra-axiais do
Sistema Nervoso do Brasil (P> 0,05) (Zawlik et al., 2009). Esses ultimos resultados

confirmaram os de El Hallani et al., que estudou uma série de gliomas.

Em um estudo recente, Tabori et al. relataram que os pacientes que tém
Meduloblastoma com mutacfes somaticas TP53 fora do codon 72 ndo sobrevivem a
longo prazo (P <0,0001), o que sugere que mutacdes em TP53 em pacientes com
meduloblastoma tém um papel na resisténcia tumoral as terapias convencionais,

portanto, necessitando de tratamentos alternativos .

Em conclusdo, esta € a primeira andlise do SNP TP53 Arg72Pro em
pacientes com Meduloblastomas. Embora ndo tenha havido associacdo entre esta
variacdo genética e o risco de desenvolvimento de Meduloblastomas, o gendétipo
Pro/Pro foi associado com menor sobrevida global nos pacientes submetidos a
terapia adjuvante. No entanto, devido a composicdo interétnica da populacéo
brasileira, estudos futuros com populacées maiores de outras partes do mundo,
serdo essenciais para uma concluséo definitiva da fungédo do Arg72Pro TP53 SNP,

na susceptibilidade ao desenvolvimento de Meduloblastomas.
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