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RESUMO

Apesar da consideravel incidéncia, estudos de alteragbes genéticas nos genes
TP53, PTEN, IDH1 e IDHZ2, em tumores n&o gliais, sdo raros e, em alguns casos,
inexistentes. Os tumores nao gliais sédo classificados geralmente como benignos e
raramente evoluem a malignidade, apresentando diferentes classificagdes,
incidéncias e localizagdes. Os genes supressores tumorais e de resposta a danos ao
DNA, TP53 e PTEN, estdo entre os genes mais frequentemente mutados em
tumores humanos. Os genes IDH1 e IDHZ2 estao envolvidos no metabolismo celular
e, também, foram encontrados frequentemente mutados em gliomas, melanomas e
leucemias, sendo atualmente considerados como bons marcadores em gliomas.
Foram realizadas andlises de alteragdes genéticas nos genes citados, a fim de
verificar se estdo associados a etiologia e/ou progressdo de tumores nao gliais do
Sistema Nervoso Humano (SNH). Foram utilizadas as técnicas de PCR-SSCP para
amplificagdo da regido de interesse e triagem mutacional das amostras para
posterior sequenciamento. Foram analisadas 37 amostras de tumores néao gliais (14
schwannomas, 3 Meningiomas, 4 Meduloblastomas, 2 Neurocitomas e 14
Metastases do Sistema Nervoso Central (SNC). Somente o gene IDH1 apresentou
polimorfismos na SSCP em 12 (32,4%) amostras, sendo, entdo, submetidas ao
sequenciamento. No entanto, as reagdes de sequenciamento foram satisfatérias em
apenas em 5 amostras, entre as polimérficas, (1 metastase, 1 meningioma e 3
schwanomas,). Analises dessas 5 amostras identificaram diferentes mutagcbes, uma
delas, presente em todas, uma transversdo T—A no éxon 4 do codon 106 do gene
IDH1, resultando na substituicdo do aminoacido treonina por serina. Foram, também,
identificadas outras mutacdes em regides n&o codificantes (intron 4) do gene IDH1
em duas dessas amostras. As mutagdes encontradas em nosso estudo ainda nao
haviam sido relatadas na literatura. Nossos resultados indicam a participacdo do
gene IDH1 na patogénese desses tumores.

Palavras-chave: Meningiomas, Schwanomas, Neurocitomas, Mestastases do
SNC, Meduloblastomas.



ABSTRACT

Despite the considerable incidence, studies of genetic changes in gene TP53, PTEN,
IDHZ2 and IDH1, in not glial tumors are rare and, in some cases, nonexistent. Glial
tumors are usually not classified as benign and rarely evolve to malignancy, with
different classifications, effects and locations. The tumor suppressor genes and
response to DNA damage, TP53 and PTEN are among the most commonly mutated
gene in human tumors. The genes IDH1 and IDH2 are involved in cell metabolism
and also were frequently found mutated in gliomas, melanomas and leukemias,
currently being considered as good markers for gliomas. Genetic analyzes were
performed in those genes, in order to verify that are associated with the etiology
and/or progression of non-glial tumors of Human Nervous System (HNS). SSCP-
PCR techniques for the amplification of the region of interest and mutational
screening of samples for subsequent sequencing were used. We analyzed 37
samples of non-glial tumors (14 schwannomas, meningiomas 3, 4 Medulloblastomas,
2 neurocytomas and 14 metastases of Central Nervous System (CNS). Only the
gene IDH1 polymorphisms presented on the SSCP 12 (32.4%) samples, and then
subjected to sequencing. However, sequencing reactions were satisfactory in only 5
samples, of the polymorphic, (1 metastasis, meningioma 1 and 3 schwannomas).
Analysis of these samples have identified 5 different mutations, one present in all,
one transversion T — A in codon 106 of exon 4 of the IDH1 gene resulting in amino
acid substitution of threonine by serine. Were also identified other mutations in
noncoding regions (intron 4) of gene IDH1 in two of these samples. The mutations
found in our study had not yet been reported in the literature. Our results indicate the

participation the gene IDH1 in the pathogenesis of these tumors.

Keywords: meningiomas, schwannomas, neurocytomas, CNS metastasis,

medulloblastomas.



1. INTRODUGAO
1.1CANCER- ASPECTOS GERAIS

O céancer é o crescimento descontrolado e disseminagao de células, podendo
afetar quase qualquer parte do corpo. Muitos tipos de canceres podem ser
prevenidos, ndo se expondo a fatores de risco comuns. Uma proporgao significativa
pode ser curada por cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia, especialmente se
forem detectados precocemente (WHO, 2015).

Hanahan e Weimberg, (2002), propuseram seis marcadores que constituem
um principio organizador para racionalizar as complexidades da doenga neoplasica:
a manutencédo da sinalizagédo proliferativa, fuga dos supressores do crescimento,
resisténcia a morte celular, permissdao a imortalidade replicativa, inducdo a
angiogénese, ativagao da invasao e metastase. Subjacente a estas caracteristicas
esta a instabilidade genbmica. Em 2011, os mesmo autores propuseram outras
marcas a lista, entre elas, a reprogramagao do metabolismo energético e evaséo da
destruigdo imune (Figura 01).

Inibidores Inibidores klnase
EGFR |{:I|nadeu-enden_t§;

Mﬂ!‘“‘?"?ﬁ" Evasdo de supressores =
Inibidores de da sinalizagao  ge crescimneto Imuno ativagdo
glicése aerdbica proliferativa anti-CTLA4 mAb
5 r's
Desregulagdo Evasdo Imune
do metabolismo

energetico
Resiténcia -. - i - e
Miméticos i Morte Bl rod . Replicagao, Inibidores da
BH3 celular s imortal Telomerase
o *
Inflamagdo promotora
de Tumor

Instabilidade
gendmica e
mutacdo
Inibidores Indugio da  Ativagio da invasdo Selegio de drogas
PARP Angiogénese e Metistases anti-inflamatorias

Inibidores de Inibidores de
sinalizagdo VEG HGFic-Met

Figura 01: Os marcadores do Cancer. Adaptado de Hannahan & Weimberg, 2011.
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Nao conhece o motivo pelo qual alguns tecidos desenvolvem milhdes de
vezes mais tumores que outros. Foi observado que, o risco de vida para o cancer de
diversos tipos € fortemente correlacionado ao numero total de divisbes das células
normais (auto-renovacédo) e a manutencdo da homeostase desse tecido. Estes
resultados sugerem que apenas um terco da variagdo no risco de cancer entre os
tecidos é atribuivel a fatores ambientais ou predisposicbes herdadas. A maioria
resulta de mutagdes aleatérias que surgem durante a replicagdo do DNA nas
células-tronco normais, ndo cancerosas. Isto é importante ndo s6 para a
compreensao da doenga, mas também para a concepgao de estratégias destinadas

a limitar uma mortalidade resultante (Tomasetti & Vogelstein, 2015).

1.2TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) frequentemente apresentam
um largo espectro morfoldgico e sua classificagdo depende do reconhecimento de
areas com caracteristicas histolégicas de um tipo particular de tumor. Métodos
imunocitoquimicos podem ser necessarios para demonstrar a expressdo de um
antigeno tipicamente expresso por um tipo de celular, auxiliando na classificagéo.
Infelizmente, ndo existem anticorpos que identificam inequivocamente os diferentes
tipos de tumores. A presenga ou auséncia de antigenos apenas acrescenta,

ajudando a indicar o tipo de tumor (Collins et al., 2004).

Quatro graus de malignidade sao reconhecidos pelo sistema da Organizagao
Mundial de saude (OMS), variando em niveis de agressividade, do grau | (benigno)
ao grau IV (maligno). Os critérios histolégicos para malignidade ndo s&o uniformes
para todos os tipos de tumores e, portanto, estes devem ser classificados antes que
o grau de malignidade possa ser determinado. Alguns tumores cerebrais sao bem
conhecidos pela progressdo, tornando-se mais malignos com o tempo. Um
diagnostico do paciente é baseado na parte mais maligna do tumor. Assim, é de
extrema importancia a qualidade das amostras, a fim de determinar o seu tipo e

julgar seu potencial maligno (Collins et al., 2004).
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No Brasil, em 2014, foram estimados 4.960 casos de cancer do SNC em
homens e 4.130 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de
5,07 casos novos a cada 100 mil homens e 4,05 a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do SNC, na regido Norte, é
o oitavo mais frequente em homens (2,39/100 mil) e o décimo mais frequente em
mulheres (1,90/ 100 mil) (INCA, 2015).

Segundo o Instituto de Veille Sanitaire (INVS), nos paises industrializados, as
taxas de incidéncia padronizadas pela populagao mundial sdo 5,85/100.000 para os
homens e para mulheres 4,06/100.000. O astrocitoma anaplasico e o glioblastomas
representam aproximadamente 38% dos tumores primarios do SNC; meningiomas e
outros tumores mesenquimais representam em média 27%, ja os tumores
hipofisarios, schwannomas, linfomas do SNC, oligodendrogliomas, ependimomas,
astrocitomas de baixo grau e meduloblastomas sdo os menos comuns entre os

tumores primarios do Sitema Nervoso Humano (SNH) (Tabela 01) (Kim et al., 2009).

Tabela 01. Classificagdo de tumores do SNH (WHO, 2007).

TUMORES ASTROCITICOS I Il 1 v

Astrocitoma de células gigantes subependimario X
Astrocitoma pilocitico X

Astrocitoma Pilomixoide X

X

Astrocitoma Difuso

Xantoastrocitoma Pleomorfico X

Astrocitoma Anaplasico X
Glioblastoma X

Glioblastoma de células gigantes X
Gliosarcoma X
TUMORES OLIGODENDROGLIAIS

Oligodendroglioma X

Oligodendroglioma Anaplasico X

TUMORES EPENDIMAIS

Subependimoma X
Ependimoma Mixopapilar X
Ependimoma X
Ependimoma Anaplasico X
TUMORES DA REGIAO SELAR

Craniofaringioma X
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Tumor de células granulares da neurohipofise
Pituicitoma

Oncocitoma células fusiformes da adenohipdfise
TUMORES EMBRIONARIOS

Medulloblastoma

Tumor Neuroectodérmico Primitivo (PNET)
Teratoide Atipico / Tumor Rabdoide

TUMORES CRANIANOS E DOS NERVOS PARAVERTEBRAIS

Schwanoma

Neurofibroma

Perineurioma

Tumor Maligno de Nervo Periférico (MPNST)
TUMORES DAS MENINGES

Meningioma

Meningioma Atipico

Meningioma Maligno/Anaplasico
Hemangiopericitoma

Hemangiopericitoma Anaplasico

Hemangioblastoma
TUMOR NEURONAL OU MISTO NEUROGLIAL

Gangliocitoma

Ganglioglioma

Ganglioglioma anaplasico

Astrocitoma infantil Desmoplastico e Ganglioglioma
Tumor Neuroepithelial disembrioplastico
Neurocitoma central

Neurocitomaextraventricular

Liponeurocitoma cerebelar

Paraganglioma da medula espinhal

Tumor glioneuronal papilar

Tumor glioneuronal formagéo-Rosette do quarto ventriculo

TUMORES EMBRIONARIOS

Meduloblastomas

Tumores primitivos neuroectodérmicos (PNETS)
Meduloepitelioma

Ependimoblastoma

Tumor Apical Teratoide/Rabdoide

x

x

X

x

>

X X X X X
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1.2.1 MENINGIOMAS

Os meningiomas surgem a partir das células meningoteliais que compdem as
vilosidades aracndides das meninges, membranas protetoras que cobrem o cérebro
e a medula espinhal. Estes tumores sao geralmente benignos e de crescimento
lento. Cerca de 90% dos meningiomas correspondem ao grau | dentre os tumores do
SNC de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Os meningiomas s&o
os tumores extra-axiais mais comuns e o segundo entre tumores primarios do
sistema nervoso central, sendo responsavel por 13 a 26% das neoplasias malignas
(Liu et al., 2005).

Os meningiomas apresentam uma grande variedade histolégica (Tabela 02).
Os meningiomas meningoteliais, fibrosos e transicionais sdo os mais comuns dentre
os subtipos na classificacdo OMS. A maioria se comporta de forma clinica comum,
mas alguns, por exemplo, de grau Il, possuem maior tendéncia a se repetir e seguir
um curso clinico mais agressivo, incluindo metastase. Nucleos pleomodrficos e
mitoses ocasionais podem ser observados em qualquer um dos meningiomas
variantes sem, necessariamente, conotar um comportamento mais agressivo. Além
disso, os critérios utilizados para o diagnostico de meningiomas atipicos s&o
aplicados independente do subtipo especifico de meningioma. Meningiomas s&o
conhecidos por serem induzidos por baixa, moderada e altas doses de radiacao.
Quando induzidos por radiagbes sao mais comumente atipicos ou agressivos,

altamente proliferativos e geralmente ocorrem em idade mais jovem (WHO, 2007).

Os meningiomas podem apresentar progressao, portanto, devem ser
identificadas areas com histologia associada ao comportamento mais agressivo. Os
critérios histologicos, indicando um comportamento mais agressivo e, portanto, um
aumento no grau de malignidade, incluem mitoses frequentes, regibes de
hipercelularidade, o crescimento em forma de folha, alta relagdo nucleo-citoplasma,
nucléolo proeminente e necrose esponténea (Collins et al., 2004). Traumas fisicos
na regido da cabecga e traumas acusticos (casos de trabalhadores expostos a alto
nivel de som) sdo possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de meningioma

e neurilemoma acustico, respectivamente (INCA, 2015).
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Tabela 02. Meningiomas agrupados por probabilidade de recorréncia e grau. Traduzido e adaptado

(WHO, 2007).

MENINGIOMAS

Meningioma meningotelial

Meningioma Fibroso

Meningioma Mixo

Meningioma Psamomatoso

Meningioma Angiomatoso

Meningioma Microcistico

Meningioma Secretor

Meningioma rico em células Linfoplasmaticas
Meningioma Metaplasmatico

Meningioma Cordoide

Meningioma de células claras (Intracraniano)
Meningioma Atipico

Meningioma Papilar

Meningioma Rabidoide

Meningioma Anaplasico (Maligno)

Grau WHO

Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau | WHO
Grau I WHO
Grau Il WHO
Grau IIA WHO
Grau lll WHO
Grau lll WHO
Grau lll WHO

Cerca de 2-3%

dos meningiomas apresentam sinais histoldégicos de

malignidade, classificados como meningiomas anaplasicos (malignos) de grau lll

(WHO) e estéo associados a um elevado risco de recorréncia local e metastases. Tal

como muitos outros tumores, os menigiomas resultam de alteragbes genéticas e/ou

epigenéticas que alteram a fungao ou expressao de genes criticos para o controle da

proliferagdo celular e/ou da morte celular (Figura 02) (Al-Khalaf et al., 2007).

Ganho Amplificacdo
lg,9q, 17 17
159,17 20 4
Perda Perda
e Ip, 6q, 10, 9p
229 W\FZ} 711 lg (cuxwi}
Célula Meningioma Meningioma Meningioma
Meningea = benigno Grau atipico Grau == anaplsico
| (WHO) Il (WHO) Grau Il (WHO)

Figura 02. Modelo proposto de alteragbes gendmicas na progressédo do meningioma. Adaptado e

traduzido (Weber et al.,1997).
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1.2.2 SCHWANNOMAS

Os schwannomas sao tumores encapsulados de células de schwann, as
principais células da glia periférica, ndo invadem o nervo, mas crescem em torno
dele. Os schwannomas sao tumores benignos e estdo em segundo lugar destas,
constituindo 5 a 10% de todas as neoplasias intracraniais. E extremamente raro um
schwannoma tornar-se maligno (Hanemannet & Evans, 2006). A maioria dos
schwannomas surgem espontaneamente e apenas 4% estdo associados a
neurofibromatose tipo 2 (NF2). Os schwannomas esporadicos representam 6% a 8%
de todos os tumores intracranianos. Além disso, schwannomas perfazem 90% dos

tumores que ocorrem na regido do angulo ponto-cerebelar (Michael et al., 2011).

O schwanoma convencional € um tumor composto inteiramente de células
neoplasicas de schwann, formando dois padrbées basicos em diferentes proporgdes:
areas compactas com células alongadas (Padrao Antoni A), vagamente texturizado
com processos indistintos, e, lipidizacdo variavel com padrao retiforme raramente
visto (Antoni B). As células de schwann compreendem o tumor com quantidades
moderadas de eosindfilo no citoplasma e sem bordas celulares discerniveis. A
vasculatura do schwanoma é tipicamente de paredes espessas e hialinizada, além
disso, vasos sanguineos dilatados rodeados por hemorragia sao comuns (WHO,
2007).

Durante a ultima década, um grande progresso tem sido feito na
determinacao de caracteristicas moleculares e genéticas causadoras de ambas as
formas esporadicas e familiares de schwannomas (Pec¢ina-Slaus et al., 2012). A
apresentacao clinica pode ser de tumores esporadicos solitarios ou como lesdes
multiplas, envolvendo principalmente o ramo vestibular do oitavo nervo craniano.
Meningiomas e schwannomas, em conjunto, representam a marca da NF2, uma
grave desordem genética autossémica dominante que afeta ~ 1 em 40.000 nascidos
vivos. O gene NF2 foi isolado em 1993 e tem sido relatado um grande numero de
mutagdes, acompanhadas pela perda da heterozigose em 22q em schwannomas
esporadicos (Gomez et al., 2004).
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1.2.3 NEUROCITOMAS

O Neurocitoma central (NC) é um raro tumor que possui tipica localizagdo no
sistema ventricular supratentorial, préximo ao forame de Monro, primeiramente
descrito por Hanssoun et al. (1982) e representa apenas 0,1 a 0,5% de todos os
tumores primarios intracraniais. Foram descritos nos sitios extraventriculares,
incluindo o parénquima cerebral, tdlamo, cerebelo e coluna espinhal (Agarwal et al.,
2011). Neurocitomas espinhais sdo extremamente raros e sdo mais comunmente
encontrados em localizagbes intramedulares (Wu et al.,, 2014).Foi inicialmente
descrito como um tipo de tumor benigno, embora casos atipicos com comportamento
mais agressivo tenham sido relatados. A estimativa pré-operatoria para a atividade
proliferativa do neurocitoma € uma das consideragdes mais importantes (Sakamoto
etal., 2014).

A origem celular do neurocitoma central e eventos moleculares que levam a
tumorigénese, em grande parte, sdo desconhecidos (Kane et al., 2011). Este tipo de
tumor é composto de células redondas uniformes as quais demonstram evidéncia de
diferenciagdo neuronal (Choudhari et al., 2009). O NC é geralmente de cor
acinzentada, assemelhando-se a massa cinzenta, bem circunscrita e com areas de
hemorragia (Li et al., 2012). As culturas in vitro revelaram que o NC apresenta
propriedades remanescentes de células precursoras bi-poténciais que podem
apresentar tanto a diferenciagdo neuronal quanto glial (Westphal et al., 1994; Li et

al., 2012).

Microscopicamente, os neurocitomas sdo tumores bem diferenciados e de
caracteristicas histoldgicas benignas, o que pode indicar arquitetura histolégica
variada na mesma espécie. Estes tumores sdo compostos de células uniformes
(pequenas e médias) com nucleos arredondados, cromatina finamente pontilhada

(cromatina "sal e pimenta"), nucléolos imperceptiveis, citoplasma eosinofilico
escasso e areas com pequenas células com halos perinucleares que se
assemelham oligodendroglioma. As células sdo normalmente estreitamente
justapostas, mas podem também ser colocadas dentro de uma base de estroma
finamente filamentoso. Em alguns lugares, os tumores exibem areas celulares

densas alternando com areas fibrilares. Os Ultimos componentes sao,
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principalmente, perivascular e possuem matriz fibrilar que se assemelha as "rosetas
de ependimoma". Em muitos casos, paredes finas dos canais vasculares dilatados e

calcificagado sao facilmente identificadas (Sharma et al., 2006).

Embora desconhecidos os mecanismos da tumoigenese, o NC se apresenta
geneticamente distinto do neuroblastoma e oligodendroglioma, pois 26% dos
neuroblastoma apresentam amplificacdo de N-myc e/ou perda de heterozigose em
1p36 (LOH), sendo anomalias raras no NC, além disso, no oligodendroglioma,
aberragdes de 1p e 19q sdo importantes. Todos os oito casos de NC do estudo nao
tiveram perda de alelos em 1p e 19q, assim, ndo esta claro se esses marcadores

genéticos sao relevantes para NC (Myung et al., 2013).

1.2.4 MEDULOBLASTOMAS

O meduloblastoma (MB) é um tumor neuroectodérmico primitivo decorrente
de grénulos dos neurbnios precursores no cerebelo ou a partir de células-tronco
neurais do labio rémbico. Estes tumores altamente agressivos estdo entre os
tumores cerebrais malignos mais frequentemente diagnosticado em criangas. A
cirurgia, radioterapia e quimioterapia tém contribuido para a melhoria dos resultados
do tratamento, resultando em uma taxa de sobrevivéncia de 70-80% (Northcott et
al., 2012). Ainda assim, a taxa de mortalidade para pacientes com meduloblastoma
continua a ser significativa e recorréncia € observada na clinica, muitas vezes devido

a resisténcia a radioterapia (Knockdown et al., 2015).

De acordo com a classificacdo dos tumores do SNC de 2007 da OMS, o
meduloblastoma consiste em cinco variantes histolégicas, incluindo (listados em
ordem de prevaléncia) classico, desmoplasico/nodular, anaplastico, de grandes
células e meduloblastoma com extensa nodularidade (MBEN). O variante anaplasica
€ considerada a forma clinicamente mais agressiva da doenga em comparagdo com
as outras (Giangaspero et al., 1992). Em contrapartida, o fenotipo MBEN é
enriquecido em criangas muito jovens e, recentemente, tem sido correlacionada com

um prognostico muito bom (Suresh et al., 2004). Os subtipos histolégicos ndo sao



18

distribuidos uniformemente entre os subgrupos, o mais notavel dos quais sao as
variantes desmoplasicas que parecem estar quase totalmente restrito com SHH

tumores (Ellison et al., 2011).

Durante as décadas passadas, estudos apresentaram melhores resultados
para a compreensdo das vias da tumorigenese do MB, tais como, as de receptores
de sinalizagdo, segundos mensageiros intracelulares, fatores de transcricdo e

regulagédo genética (Kay et al., 2013).

Varios estudos epidemioldgicos tém mostrado que os meduloblastomas
pediatricos e adultos sdo geneticamente distintos e podem se comportar de forma
bastante diferente do ponto de vista clinico, o que sugere que os dois podem
representar formas distintas da doenga de origem potencialmente dispares
(Korshunov et al., 2010; Spreafico et al., 2005) Observagbes feitas em estudos
moleculares recentes sustenta a ideia de que o sub-agrupamento pode ser
responsavel por algumas dessas diferengas clinicas notaveis que existem entre os
mais jovens versus os pacientes mais velhos que sofrem com meduloblastoma
(Northcott et al., 2012).

1.2.5 METASTASES

As caracteristicas histoldgicas, imunohistoquimicas e estruturais dos tumores
secundarios do SNC sao diversas, assim como, nos tumores primarios de onde se
originam. As metastases intraparenquimatosas sao relativamente e histologicamente
bem demarcadas. Estes tumores frequentemente se expandem por crescimento de
grupos de células tumorais, resultando na destruigcdo neuroglial e uma variedade de
alteracdes reativas, incluindo, gliose, inflamacdo e proliferagdo microvascular. A
necrose tumoral pode ser extensa, deixando o tecido tumoral reconhecivel apenas
na periferia da lesdo e em torno dos vasos sanguineos. Metastases de alguns
carcinomas, particularmente os carcinomas de células pequenas do pulmao, podem
apresentar  relativa infiltrac&o ("pseudogliomatosa”). Em metastases
leptomeningoteliais, as células tumorais s&o dispersas no espago subaracndide e de
Virchow-Robin, podendo invadir o parénquima adjacente do SNC e raizes nervosas
(WHO, 2007).
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Os mecanismos subjacentes a invasao e metastase foram em grande parte
um enigma. Ficou claro que carcinomas, a partir de tecidos epiteliais, progridem para
graus mais elevados de malignidade, resultando na invaséo local e metastases. As
células cancerosas desenvolvem, tipicamente, alteragcbes em sua forma, fixagdo em
outras células e a matriz extracelular (Berx & van Roy, 2009). O processo de invasao
e metastase foi esquematizado como uma sequéncia de passos discretos, muitas

vezes, chamados de invasdo em cascata (Talmadge & Fidler, 2010).

Esta representacdo (Figura 03) vislumbra uma sucessdo de mudancgas
bioldgicas celulares, comegando com a invasdo local, em seguida, invasdo de
células cancerosas nos vasos sanguineos e linfaticos proximos, transito de células
cancerosas, através do sistema linfatico e hematogénico, seguido de fuga das
células cancerosas para o parénquima de tecidos distantes (extravasamento),
formacdo de pequenos ndédulos de células cancerosas (micrometastases) e,
finalmente, o crescimento das lesdes micrometastaticas, sendo este ultimo,
denominado, “colonizagdo”. A investigagdo, sobre a capacidade de invasdo e
metastase acelerou dramaticamente ao longo da ultima década, com modelos
experimentais refinados, poderosas e novas ferramentas de pesquisa e, com isso,

foram identificados genes criticos para regulagado (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 03. As células do microambiente tumoral. Adaptado de Hannahan & Weimberg, 2011.
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Cerca de 100.000 pessoas morrem a cada ano com metastases cerebrais
(Drevelegas et al., 2005). A investigacdo, sobre a capacidade de invasédo e
metastase acelerou dramaticamente ao longo da ultima década, com modelos
experimentais refinados, poderosas e novas ferramentas de pesquisa e, com isso,
foram identificados genes criticos para regulagdo. As metastases cerebrais mais
comuns estdo localizadas no compartimento supra-tentorial (dural ou

leptomeningeo) (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.3 ALTERAGOES GENETICAS EM TUMORES DO SNH

Projetos de sequenciamentos tumorais foram iniciados na ultima década, com
o objetivo de identificar genes promissores do cancer e potenciais alvos
terapéuticos. Uma das descobertas inesperadas desses projetos foi a descoberta de
que genomas tumorais contém milhares de mutagdes “irrelevantes” para o
desenvolvimento do tumor e que um pequeno numero de mutagdes pode influenciar
na progressao tumoral. Embora muitas vezes descartadas e consideradas
“irrelevantes”, o valor dessas mutagdes nao devem ser subestimadas, pois, sdo os
indicadores mais importantes da exposigdo a varios agentes cancerigenos e sao
essenciais para avaliar a etiologia de tumores individuais. Espectros de mutacgdes a
partir de varios tipos de canceres, ndo sé confirmam os achados de analise ou
epidemiologia molecular, mas também revelam novos perfis que ampliardo esse
conhecimento aos tumores individuais em todos os tipos de canceres (Soussi et al.,
2011).

Nos ultimos anos, tornou-se evidente que muitos dos genes envolvidos na
reparagao de danos ao DNA possuem papéis adicionais na tumorigenese. Embora
defeitos nestes genes sejam, causalmente, ligados a iniciagao do tumor, o seu papel
na progressdo do tumor é controverso e parece depender do tipo tumoral (Huse e
Holland, 2009). Em geral, a iniciagao e progressdo de tumores cerebrais primarios,
incluindo meduloblastomas e gliomas, sdao acompanhados pelo acumulo de
alteracdes genéticas em diversos produtos de genes supressores tumorais, como
PTEN, TP53, TP16INK4a e/lou TP19Arf e produtos oncogénicos (Mimeault & Batra,

2011). Recentes descobertas na compreensao da biologia do tumor cerebral
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possibilitaram uma série de estratégias terapéuticas visando vias oncogénicas
distintas (Huse e Holland, 2008). Entre as vias oncogénicas desreguladas
frequentemente, o fator de crescimento epidérmico (EGFR), tém atraido muita
atencdo, devido sua influéncia fundamental nos meduloblastomas pediatricos e
glioblastomas (Mimeault & Batra, 2011). As alteragdes genéticas que resultam da
ativagdo continua de diferentes cascatas tumorigénicas, mediadas através de
diferentes receptores tirosina-quinase (RTK) e seus elementos de sinalizagéo
(PI3K)/Akt e RAS/ativadas por proteinas quinases (MAPKSs), podem contribuir para a
aquisicao de fendtipos mais agressivos e vantagens na sobrevivéncia de células

cancerigenas cerebrais (Huse & Holland, 2009; Mimeault & Batra, 2011).

As mutagdes na sequéncia do DNA de um proto-oncogene que resultaram em
ganho de fungdo, com aumento da atividade enzimatica, podem resultar na
desregulagédo da proliferagdo e/ou diferenciagdo, aumentando, assim, a propenséo
para o cancer desenvolver (Byrd et al.,, 2012). Muitos genes que participam da
resposta a danos ao DNA, tais como, Rad9, PARP1, BRCA1, ATM e TP53 foram
associados a metastase. Muitos desses genes atuam como fatores de transcrigéao,
regulando outros genes implicados na patogénese do cancer, além disso, se
expressam aberrantemente em varios tumores humanos, sendo causalmente
relacionados a tumorigénese (Broustas & Lieberman, 2014). Os genes de resposta
ao dano no DNA desempenham um papel vital na manutengdo de um genoma
saudavel. Os defeitos no checkpoint do ciclo celular e genes de reparagao do DNA,
especialmente mutagbes aberrantes ou de regulagdo negativa, estdo associados a
um amplo espectro de doencas humanas, incluindo a predisposicdo ao
desenvolvimento de condigbes neurodegenerativas e canceres. Por outro lado, a
hiper-ativacdo de genes de reparagdo do DNA, pode, também, causar céncer e
aumento da resisténcia a terapia (Broustas & Lieberman, 2014).

1.3.1 GENE TP53

O gene TP53 é um supressor tumoral, sendo um dos mais estudados e esta

localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) (Figura 04), composto por 11
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éxons (Figura 05) e codifica uma fosfoproteina nuclear (p53) de massa molecular de
51 a 53 kDa. A proteina p53 é um potente fator de transcricao (Pflaum et al., 2014)

sendo constituida por 393 aminoacidos (Subhasree et al., 2013).
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Figura 04. Localizagao do gene TP53. Adaptado de The TP53 Web Site
(http://p53.free.fr/p53_info/p53_info.html).

Figura 05. Arquitetura e estrutura do gene TP53 humano: splicing alternativo (a,B,y), promotores
alternativos (P1, P1’, P2), dominio de ativagao (TAD), dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e dominio de
oligomerizagdo (OD). O promotor P1 gera proteina com um dominio de ativagdo (TAD), ao passo que
os promotores P1’ e P2 o fazem sem este mesmo dominio (TAD) (Pflaum et al., 2014).

O TP53 suprime a proliferacdo de células do tumor por indugdo a apoptose,

interrupcdo do ciclo celular ou senescéncia, em resposta a uma variedade de
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estresses, incluindo danos ao DNA, ativagdo de oncogenes e hipoxia (Vousden et
al., 2002; Kenzelmann et al., 2010). A perda da influéncia funcional da proteina p53,
nao s6 controla checkpoint do ciclo celular e apoptose, age, também, na regulagao
de outras importantes etapas na progressao metastatica, migracao celular e invasao
tecidual. Em cerca de metade de todos os canceres humanos, o gene supressor de
tumor TP53, é deletado ou mutado (Vasconcelos et al., 2013) Em células normais, a
p53 é suprimida pelo seu principal regulador negativo Mdm2, que promove a sua
rapida degradacéo proteossdmica. Estresses celulares induzem modificagdes pos-
traducionais na p53 e Mdm2, provocando a quebra da interacdo Mdm2-p53 e
consequente estabilizagcdo e ativacdo p53. Em resposta aos sinais de estresses, a
p53 impede a proliferacdo de células danificadas, ou, transitoriamente, por
interrupgcdo do ciclo celular, ou, a apoptose permanente, ou, por meio da
senescéncia. O TP53 tem sido proposto como condutor dessas respostas, servindo
como ativador transcricional, induzindo uma seérie de genes alvo envolvidos na
interrupcao do ciclo celular, apoptose e senescéncia, assim como, pelo envolvimento
em processos independentes de ativagao transcricional. Através destes diversos
mecanismos, o TP53 impde uma importante barreira contra o desenvolvimento de

tumores (Kenzelmann & Attardi, 2010).
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celulares (Subhasree et al., 2013).
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O efeito inibitorio do TP53 no ciclo celular, apoptose ou em genes
relacionados com a senescéncia em resposta ao dano no DNA, protegem a
integridade do material genético da célula. Destacando suas criticas funcdes
supressoras de tumor, o TP53 encontra-se mutado, deletado ou funcionalmente
inativado em quase todos os tipos de canceres. Quando mutado dentro do seu
dominio de ligagdo ao DNA, a instabilidade normal da p53 é interrompida e
propriedades de ganho de fungdo oncogéncias s&o observadas, acompanhadas por
acumulagao maciga dos niveis de proteina p53 mutante, em relagdo ao nivel do
estado estacionario baixo ou indetectavel no tipo selvagem em células normais. A
mutacdo no TP53 pode afetar a estabilidade por uma combinagdo de propriedades
bioquimicas e biofisicas inerentes as mutagdées no préprio gene, assim como, nas
vias anormalmente ativadas e nas células geneticamente danificadas. O aumento da
estabilidade da proteina p53 mutante é a chave para capacidade de acumular niveis
elevados e a presenga de propriedades fenotipicas "ganho de fungao” (Figura 07)
(Frum & Grossman, 2014). Mutagdes no TP53 sdo muitas e diversas, do tipo
esporadica, germinativa, ganho de funcdo (GoF), oncogénica, indutoras de
metastase, mediadoras da quimio-resisténcia e modificadoras de células tronco.
Mutantes TP53 podem impactar variaveis clinicas importantes de diversas maneiras
(Bisio et al., 2014).
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Foi observado que a inativagdo ou a perda do gene TP53 esta associada a
um mau prognostico, estagios mais avangados dos tumores e progressao
neoplasica, sugerindo que a inativagdo deste gene ou a supressao da regiao 17p &
de grande importancia na carcinogénese, como foi observado nos canceres de
mama, figado, estdbmago, colon e tumores de cabeca e pescogo (Herrera et al.,
2010).

A proteina p53 humana é constituida por varios dominios. O dominio central
de ligagado ao DNA é compartilhado pela maioria das isoformas e liga-se a elementos
de resposta aos genes-alvo. Um grande numero de mutagdes do gene TP53 ocorre
dentro desta regido do gene (Muller et al., 2014). O dominio de ativagdo da
transcricdo N-terminal é o local de regulagéao positiva (p300/CBP, TAFI140/60), ou,
de reguladores negativos (MDM2 e MDMX). A oligomerizagdo do dominio C-terminal
(CTD) ¢é sujeito a splicing alternativo e modificagdo pds-transcricional,
demonstrando, também, influenciar na ligagdo ao DNA e atividade transcricional dos
membros da familia p53 (Pflaum et al., 2014). Apesar do progresso impressionante
na compreensdo mecanicista da estrutura e fungdo da proteina p53, as pesquisas
ainda ndo geraram aplicagdes de grande impacto na gestdo e terapia do cancer
(Lotter et al., 2010). O espectro mutacional do TP53 em tumores cerebrais é
caracterizado por um aumento na frequéncia de mutagdo no coédon 273 (Figura 08)
(Oliver et al., 2002).
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Figura 08. Espectro mutacional do TP53 em tumores cerebrais primarios de acordo com o banco de
dados de mutagbes do TP53. Adaptado e traduzido (Oliver et al., 2002).
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A perda da fungdo do gene TP53 ndao s coopera para a iniciagdo e
progressao do tumor, mas também permite que tumores mais rapidamente adquiram
um repertério completo de facilitagdes para metastases. A p53 influencia diretamente
a transcricdo de genes envolvidos na metastase por promotores de ligagdo de uma
variedade de genes que estdo envolvidos na regulagdo da motilidade celular e
adesao, processos importantes para a metastase tumoral (Yeudall et al., 2014). O
cancer de mama € a segunda origem mais comum de metastases cerebrais, depois
do cancer de pulmdo, e representa 14-20% de todos os casos. Anormalidades do
cromossomo 17 sao eventos genéticos importantes do cancer de mama humano,
sendo que varios oncogenes e genes supressores de tumor, estdo localizados neste

cromossomo (Vasconcelos et al., 2013).

Foram analisadas alteragdes especificas no gene TP53 em 30 schwannomas
vestibulares humanos (SV) compreendendo 10 casos confirmados de NF2 e 20
casos esporadicos. Foi observada perda de heterozigosidade (LOH) no gene TP53
em 54% dos casos. Os niveis aumentados do RNAm e da proteina p53, de
tamanhos normais, foram encontrados em todos os tumores analisados, assim, o
TP53 parece estar desregulado em todos os tumores, sugerindo que as alteragdes
do TP53 possa ser associado a progressao do tumor SV, sugerindo que o gene
TP53 possue papel importante no desenvolvimento de schwannomas vestibulares
humanos (Dayalan et al., 2006).

Analises citogenéticas e genéticas dos principais subtipos histologicos de
tumores do sistema nervoso, gliomas, meningiomas e neurinomas, forneceram
informacdes interessantes sobre os mecanismos responsaveis ou que contribuem
para a sua origem e desenvolvimento. As mutagdes no gene TP53 em tumores de
baixo grau conduzem a uma vantagem seletiva in vivo e parece um passo critico na

transformacao de baixo para alto grau em gliomas (Rey et al., 1992).

1.3.2 POLIMORFISMOS NO GENE TP53

Embora a etiologia dos tumores primarios do cérebro seja largamente

desconhecida, estudos prévios sugerem que os polimorfismos de genes de
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reparagao ao DNA podem influenciar no risco de gliomas. O reparo do DNA alterado
também é susceptivel a afetar o risco de meningiomas e neuromas acusticos, no

entanto, esses tumores ainda ndo foram bem estudados (Bello et al., 2010).

Os polimorfismos genéticos sado associados a predisposicdo a varios
canceres humanos o que pode representar uma importante contribuicdo para
suscetibilidade ao cancer e ao comportamento do tumor. O TP53 é altamente
poliférmico, tanto em regides codificadoras quanto ndo codificadoras (Almeida et al.,
2009). Entre os polimorfismos humanos mais estdados do TP53, incluem o
polimorfismo do codon 72 (éxon 4) de um unico nucleétido, que leva a substituicao
de Arginina por Prolina (Arg72Pro) (Gomez et al., 2008). O polimorfismo do TP53 no
cdédon 72 (arginina/prolina) altera o potencial apoptético da célula via interagéo
diferencial com Mdm2. Foi observado que o alelo Arg72 tem uma maior interagao
com Mdm2, causando a indugdo a apoptose transcricionalmente independente.
Enquanto isso, o alelo Pro72, que se encontra correlacionado ao desenvolvimento
de canceres, diminuiu (Chang et al., 2009). Assim, a variante de Arg72 do TP53 é
um indutor mais potente de apoptose e transformagao oncogénica do que a variante
Pro72 (Gomez et al., 2008).

1.3.3 GENE PTEN

O PTEN abreviado de “Phosphatase and Tensin Homologue” possui
localizacdo no cromossomo 10q23.3, foi identificado como um supressor tumoral,
estando entre os genes mais mutados descobertos até o momento. O PTEN contém
nove éxons e codifica uma proteina de 403 aminoacidos. Logo apds sua descoberta,
foi demonstrado que esta proteina possuia também uma potente atividade de
fosfatase para o segundo mensageiro lipidico fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3),
um produto lipidico da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), o que caracteriza
sua importante fungao de supressora tumoral. A PTEN hidrolisa o fostato 3' de PIP3
para gerar PIP2, assim, antagoniza diretamente a fungdo de PI3K por anulagdo da
ativacdo de eventos de sinalizacdo mediados por PIP3, incluindo PDK1 e Akt /
MmTOR (alvo da rapamicina em mamiferos). O PTEN desempenha um papel
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fundamental no controle de sinalizagdo intracelular para a sobrevivéncia e
proliferagdo das ceélulas, inibindo a via PI3K/Akt (Zhang & Yu, 2010).

A estrutura molecular do PTEN mostra regibes caracteristicas de uma
proteina fosfatase. O dominio de terminal-N exerce atividade de fosfatase, enquanto
a regido da cauda C-terminal contém varios sitios de fosforilagdo (S362, T366, S370,
S380, T382, T383 e S385), que, modulam fungdes do PTEN que sao vitais para a
atividade celular normal. A actividade funcional de PTEN é regulada pela
fosforilagdo, oxidagcdo e acetilacdo de interagdes proteina-proteina, e dentre as
fungdes celulares que séo regulados por PTEN, incluem a proliferagcao celular, a
progressdo do ciclo celular, a quimiotaxia, a angiogenese, a apoptose, o
envelhecimento, a contratilidade do musculo e resposta a danos ao DNA. A ativagcao
do PTEN leva a inibicdo das vias celulares associadas com doencas relacionadas ao
PTEN (Figura 09). Além disso, trés das vias de sinalizagao celular comum que estéao

associados com PTEN sao mostrados (Figura 10) (Boosani et al., 2013).
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Figura 09. Ligagéo e ativagdo do PTEN, levando a inibicdo das vias celulares associadas a doencas
humanas especificas (Boosani et al 2013).
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Figura 10. O PTEN inibe diferentes caminhos celulares O papel inibidor de PTEN é realgado para
indicar seus alvos moleculares em vias de sinalizagdo celular que afetam a migragcao celular,
proliferagéo, sobrevivéncia e sintese de proteinas (Boosani et al 2013).

1.3.4 MUTAGOES NO PTEN

Numerosas mutacoes, de pontuais a perdas alélicas, foram detectadas em
altas frequéncias no gene PTEN em diferentes doengas malignas (Boosaniet al
2013). Curiosamente, muitas mutagdes hereditarias no PTEN sao diferentes das
mutagdes encontradas em tumores do SNC esporadicos, embora algumas mutagdes
se apresentarem de maneiras sobrepostas. As mutagcbes mais frequentemente
observadas em tumores do SNC sao substituicdes de aminoacidos (arginina 173) e
mutacdo sem sentido (arginina 130). Muta¢des germinativas no PTEN causam
efeitos pleiotropicos, incluindo, a predisposicdo ao cancer e uma variedade de
disturbios neuroldgicos, revelando fungbes especializadas do PTEN na manutengao
e desenvolvimento do sistema nervoso (Figua 10). Mutagdes somaticas no PTEN
ocorrem com frequéncia, como eventos tardios em tumores cerebrais esporadicos.
Modelos de rato, com base na delegdo do PTEN cerebral, ttm nos fornecido insights

sobre as fungdes do PTEN no sistema nervoso (iniciagao e progressao de gliomas).
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O comprometimento funcional do PTEN pode contribuir para gliomagénese pela
interrupcdo da regulagdo da proliferagdo, migragéo, invasdo, angiogénese, auto-
renovacgao de células-tronco e de outras vias de supressores tumorais, tais como, a
p53. Achados clinicos em gliomas de alto grau sugerem que alteragées no gene
PTEN estejam associadas a um mau prognéstico, podendo influenciar na resposta

terapéutica especifica (Figura 11) (Endersby e Bakeret al., 2008).
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Figura 11. Representacdo grafica de mutagdes do PTEN em Tumores e PHTS no sistema nervoso
central (SNC). Exons (cinza), regido de ligagdo PIP2 (PBR, vermelho), o dominio fosfatase (verde),
um dominio C2 (amarelo), cauda C—terminal (laranja) e PDZ em (azul). Substituicdes de aminoacidos
(mutagbes de sentido trocado) sdo mostradas como circulos, mutagdes sem sentido sao estrelas e
mutagdes envolvendo insergdes ou exclusdes de DNA sdo quadrados. Mutagdes hereditarias no
PTEN (vermelho, mutagdes esporadicas encontradas em tumores do SNC (azul), mutagbes de
maneiras sobrepostas (roxos) e mutacdes mais frequentemente observadas em tumores do SNC
(setas, contorno preto). Note-se que as mutagdes sdo distribuidas ao longo de todo o gene, apesar
das agregagdes de mutagdes serem vistas dentro dos éxons que codificam o dominio da fosfatase.
As mutagdes mais complexas nao estao inclusas aqui, como translocagdes ou insergdes locais. As
Mutagcbes somaticas foram compiladas a partir da base de dados COSMIC
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) e mutagdes germinativas eram do banco de dados
da Human Gene Mutation(http://www.hgmd.cf.ac . uk / ).Adaptado de Endersby e Baker, 2008.

Mutacgdes especificas no gene PTEN foram atribuidas a doencgas hereditarias,
como a sindrome de Cowden, sindrome Bannayan Zonana (sindroma de Bannayan-
Ruvalcaba-Riley), sindrome de Lhermitte-Duclos, sindrome de Proteus e sindrome
Proteus-like, que sao clinicamente conhecidas como Sindrome do Tumor
Hamartoma (PHTS). Além de suas alteragdes genéticas, a expressdo do PTEN é

também afetada por metilagdo do DNA, degradacdo do RNAm, modificacbes pos-
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traducionais, regulagao da transcricéo e tradugao para dentro da célula, indicando o

PTEN como alvo em muitas doengas humanas (Wiencke et al., 2007).

O fato de muitas mutagdes perturbarem o dominio de fosfatase ou resultarem
na produgdo de uma proteina inativa por truncagem ou instabilidade, serve de apoio
para a descoberta de que a perda da fungcdo de PTEN é a explicagdo para as
caracteristicas clinicas da PHTS. A mesma mutagao pode causar sindrome Cowden
ou sindrome de Riley- Ruvalcada Bannayan dentro da mesma familia, sugerindo
fortemente que as diferentes desordens mutacionais no PTEN, sao, de fato, uma de
espectro largo e altamente variavel em suas caracteristicas clinicas, como ocorre em
outras desordens autossébmicas dominantes de supressores tumorais, tais como, a

neurofibromatose tipo | (Lachlan et al., 2007).

O PTEN alterado por mutagao ou silenciamento epigenético é observado em
diferentes tumores cerebrais, incluindo, gliomas de alto grau. A perda do
cromossomo 10 foi observada em todos os casos de gliomas. Um caso apresentou
delecdo homozigota do PTEN; e foram encontradas duas mutagdes pontuais no
éxon 7 do PTEN (G251D e Q261). A imuno-histoquimica revelou diminui¢do ou
perda da proteina PTEN e aumento da expressao de p-Akt e p-S6 (Goschzik et al.,
2014). Foi realizada uma meta-andlise, a fim de investigar as relagdes entre
mutagcdes no gene PTEN e o prognostico em glioma. Os resultados indicaram que
pacientes com mutagées no gene PTEN exibem uma sobrevida significativamente
menor, se comprarado aqueles sem mutagdes no gene PTEN. Analise de subgrupo
estratificado por etnia demonstrou que, entre os americanos, as mutagdes no gene
PTEN estao intimamente ligadas ao mau prognostico, enquanto que correlagdes
semelhantes nao foram observadas entre as populagdes na Suécia, Italia e Malasia,
fornecendo, desta forma, fortes e diretas evidéncias para a hipotese de correlagao
entre mutacdes genéticas do PTEN e um mau progndstico de pacientes com glioma
na populagcédo americana (Xiao et al., 2014).
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1.3.5 GENES IDH1E IDH2

A influéncia de alteracbes de genes metabdlicos na tumorigenese, até o
momento, € pouco compreendida, isto se da, em grande parte, devido ao fato de
que, até muito recentemente, ndo eram conhecidos por influenciarem no processo
tumoral. A recente descoberta de mutagdes dirigidas por genes metabdlicos tem um
interesse renovado no metabolismo do céncer. Oito genes: FH, SdhA, SDHB, SDHC,
SDHD, SDHAF2, IDH1 e IDHZ2, codificam 4 enzimas metabdlicas diferentes:
fumarato hidratase (FH), succinato desidrogenase (SDH) e isocitrato desidrogenase
1 e 2 (IDH1 e IDH2) que sao frequentemente mutados (Oermann et al., 2012). Estas
mutacdes sdo0 ambas germinais e somaticas, ocorrem em uma ampla gama de

canceres humanos (Yang et al., 2012).

Trés enzimas oxidam isocitrato a a-cetoglutarato em células humanas:
isocitrato-desidrogenase1 (IDH1), isocitrato-desidrogenase 2 (IDH2), e isocitrato
desidrogenase 3 (IDH3). Apesar das semelhancgas entre os nomes, estas enzimas
se diferem significativamente umas das outras. O IDH1 e IDH2 sao genes,
respectivamente, localizados em 2933 e 15926. O IDH3 €& um heterotetramero
composto por duas subunidades alfa, uma subunidade beta e uma sub-unidade
gama (Horbinski et al., 2013). Apenas o IDH3 parece participar do ciclo de Krebs
(Yen et al., 2010). Genes que codificam os Isocitrato desidrogenases (IDH1 e IDH?2)
sao frequentemente mutados em varios tipos de canceres humanos. As mutacoes
dos genes IDH1 e IDHZ2 resultam na perda simultdnea da sua atividade catalitica
normal, a produgédo de a-cetoglutarato, ganho de uma nova fung¢do e a producéo de
2-hidroxiglutarato (2-HG). O 2-HG é estruturalmente semelhante ao a1-KG e atua
como um antagonista a-KG para inibir competitivamente varios dioxigenases a-KG-
dependentes (Yang et al., 2012). O papel exato da enzima IDH2 mitocondrial é
obscuro, embora possa agir como uma fonte de NADPH para a mitocondria. Durante
a hipoxia ou disfuncdo mitocondrial, o IDH1 e IDH2 podem reduzir a-KG para
isocitrato, ajudando a célula a reabastecer outros intermediarios do ciclo do acido

citrico e acido graxo precursor da acetil-CoA (Figura 12) (Filipp et al., 2012).
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Figura 12. Reagdes quimicas catalisadas por enzimas dos genes IDH1 e IDH2 do tipo selvagem e
mutantes IDH1/2 derivados de tumores. A Unica diferenga estrutural entre a-KG e D-2-HG ¢é o
substituicdo do grupo 2-cetona de KG-por um grupo hidroxilo em 2-HG, indicado em vermelho (Yang
etal., 2012).

1.3.6 MUTAGOES NOS GENES IDH1 E IDH2

Uma pergunta que sempre surge em estudos de mutagdes genéticas em
cancer é se tais genes seriam chaves especificas para formagdo de tumores
(oncogenese), se a mutagdo surge como um passo na progressao do tumor, ou, se &
uma consequéncia acidental da reparacdo do DNA. Duas linhas de evidéncia
apoiam o conceito de que a mutagao do /IDH funciona como um condutor direto para
a oncogénese (Adam et al., 2013). Primeiro, 0 mosaico somatico do IDH1 ou IDH2
em R132 causam as sindromes encondromatose, doenga de Ollier e sindrome de
Maffucci, caracterizados por hemangiomas, tumores cartilaginosos e apresentam um
risco aumentado de gliomas (Amary et al., 2011; Adam et al., 2013). Em segundo
lugar, a introdugdo de IDH mutado em células normais provoca aumento da

proliferagdo, aumento das colénias e perda da diferenciagao (Adam et al., 2013).

As mutagbes no gene IDH sédo encontradas frequentemente em gliomas
malignos e sao propensos a se envolver na fase inicial de gliomagénese, antes
mesmo das mutagcdes no TP53 ou perda de 1p e 19q. As mutacdes IDH1 ocorrem
frequentemente no residuo conservado (R132) do éxon 4, que é de dominio

catalitico, onde se liga ao seu substrato. As mutagbes em IDHZ2 consistentemente
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ocorrem no analogo do aminoacido R172 do éxon 4, funcionalmente equivalente ao
aminoacido 132 do IDH1. Foram encontradas mutagdes no gene IDH1 em cerca de
80% dos gliomas de graus Il e lll, glioblastomas secundarios e em menos de 10 %
dos glioblastomas primarios. Mutagbes no IDH2 foram, também, descritas em
gliomas, embora uma frequéncia menor (Zou et al.,2013).

Mutacédo isolada no IDH2, sem mutagbes no IDH71, em gliomas, esta
associada a um prognostico um pouco mais favoravel. Quatro caracteristicas tornam
as mutagdes nos genes IDH1/2 faciimente detectaveis como biomarcadores
confiaveis e especificos. Em primeiro lugar, mutagdes no IDH1 IDH2 ocorrem em um
espectro de tumores altamente restrito, por outro lado, quase todas as mutagdes de
tumores alvo IDH1 derivam a um unico residuo Arg132, ja o IDH2, em dois residuos,
Arg140 e Arg172, que estdo localizados em um unico exon (4) e podem ser
simplesmente identificado através da amplificagdo a base de PCR e sequenciamento
usando pequenas quantidades de amostras tumorais. Em terceiro lugar, os
anticorpos que reconhecem especificamente a proteina mutante IDH1 para R132H
tém sido desenvolvidos, tornando possivel a identificagdo da mutagdo IDH1 por
imunohistoquimica convencional. Em quarto lugar, a tecnologia de imagens do
cérebro, embora ainda em fase experimental e ainda n&o pronto para a aplicagéao
clinica de rotina, tem sido desenvolvida de forma nao invasiva, detectando o

acumulo de 2-HG em pacientes com glioma (Yang et al., 2012).

Em glioma de baixo grau e GBM secundario, mutagcbes do gene TP53
ocorrem cedo e frequentemente com mutagédo /IDH (Yang et al., 2010). Os efeitos
das mutagdes no IDH1/2 ndo podem ser explicados simplesmente pela inibicdo das
suas contrapartes de tipo selvagem, porem, mais provavelmente representam um

verdadeiro ganho de fungao (Horbinski et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Analisar a ocorréncia de alteragbes nos genes TP53, IDH1, IDH2 e PTEN em

tumores nao gliais do SNH.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar uma triagem de alteragdes genéticas nos éxons 4 - 11 do gene
TP53, nos éxons 5 -7 do gene PTEN e éxon 4 dos genes IDH1 e IDHZ2 ;

2. Fazer a caracterizagao das alteragdes encontradas e correlaciona-las com o

grau, género e tipo tumoral;

3. Determinar a frequéncia das mutacoes identificadas na populacéo de estudo;

4. Avaliar a prevaléncia de alteragbes genéticas em diferentes variaveis, tais
como, idade, tipo histologico e gradagdo tumoral, e assim, correlacionar os

resultados com possiveis vias de progressao tumoral.
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