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RESUMO
As neoplasias astrocitarias correspondem a cerca de (60%) dos tumores do
sistema nervoso central, sendo que atingem principalmente adultos numa fase
altamente produtiva da vida e com evolucdes pouco satisfatorias apesar dos
tratamentos disponiveis. Um melhor entendimento de sua biologia molecular se
faz necessario na tentativa de compreender sua evolucdo e melhor planejar e
tratamento, assim como na busca de novas terapias. Este trabalho teve como
objetivo analisar modificacdes no gene TP53 com relagcdo ao numero de copias
e polimorfismos nos éxons de 4 a 11, considerados hotspots para mutacdes.
Um total de 14 amostras de diferentes graus de malignidade foram analisadas
por experimentos de FISH interfasico com sondas loco-especificas do gene TP53
e centroméricas para 0 cromossomo 17, e também pela técnica de SSCP para o
screening de polimorfismos dos éxons 4-10. Foram comparados os resultados
obtidos entre tumores de graus | e Il (benignos) com aqueles de graus Il e IV
(malignos). Os resultados referentes as sondas loco-especificas (gene TP53 e
centrébmero do cromossomo 17) mostraram que a ocorréncia de delecbes ou
amplificacfes, apesar de importantes estatisticamente em relacdo aos nucleos
com numero de marcacdes normais, ndo apresentou correlacdo com idade,
sexo ou grau de malignacao. Entretanto, as alteragbes foram encontradas com
maior freqiéncia nos paciente portadores de astrocitomas de grau
intermediario (lll). A técnica de SSCP revelou polimorfismos nos éxons 5, 7 e
10, e apesar de ndo estarem associados a malignidade tumoral, 0os casos
polimorficos corresponderam aos pacientes com menor sobrevida apos
tratamentos, sugerindo, uma associacao entre mutacdes nesses €xons e uma

maior agressividade tumoral.
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ABSTRACT

Astrocytic neoplasms comprises around 60% of the Central Nervous System
tumors, affecting mainly adults in a highly productive phase of life, and showing
poor prognosis despite of the available treatments. A better knowledge of the
molecular biology of this group of tumors is necessary to understand their
evolution and to plan the treatment in a better way, as well as to develop new
therapies. Hence, this study had the aim the analysis of modifications of gene
TP53 related to changes in the number of copies and the presence of
polimorphisms in exons 4 to 11, considered hotspots for mutations. A total of 14
samples of different malignant grades were analyzed by interphasic FISH using
locus-specific probes for gene TP53 and centromeric for chromosome 17, and
by SSCP for screening polymorphism in exons 4 to 11. The results were
compared between tumors with grades | and Il (benign) to those with grades Il
and IV (malign). The results concerning the locus specific probes (gene TP53
and centromere of chromosome 17) showed that the occurrence of deletions
and amplifications were statistically important when compared to nuclei with
normal copy number. However, these alterations were not related to the age,
sex or malignancy. On the other hand, these alterations were found more
frequently in patients with tumors with intermediate grades (lll). SSCP
experiments revealed polymorphisms in exons 5, 7 and 10, and although they
were not realted to the malignancy of tumors, the samples with polymorphism
corresponded to the patients with shorter survival after treatment, suggesting a

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

1.1CONSIDERAQ@ES GERAIS

De um modo geral, o cancer tem a sua origem associada ao acumulo de
alteracbes genéticas especificas dentro das células. Estas alteracdes podem
causar uma proliferacédo celular de maneira inapropriada, podendo resultar em
caracteristicas de malignidade, como a perda da diferenciacé@o caracteristica do
tecido de origem, capacidade de invadir tecidos vizinhos, de formar metastases
e adquirir resisténcia a terapias anti-neoplasicas (WEN, 1995).

As alteracdes genbmicas da célula neoplésica provavelmente permitem
um crescimento autbnomo e agressivo que sao transmissiveis hereditariamente
na multiplicagcdo celular, embora possam variar de uma célula para outra na
mesma neoplasia, de uma neoplasia para outra no mesmo hospedeiro e em
neoplasia diferentes em hospedeiros diferentes (SIQUEIRA, 1998).

Todas as células apresentam varios genes que controlam seu
crescimento e proliferacdo, alguns desses genes podem apresentar mutacées
que foram herdadas pelo portador, outros acumulam mutacées ao longo do
tempo (erros intrinsecos de replicacdo ou devido a exposicdo a agentes
carcinogénicos). Assim, o controle de proliferacdo deteriora, e a célula adquire
o fendtipo neoplasico. Dessa forma, a origem do cancer € explicada pelo
modelo linear, que vem sendo utilizado nas ultimas décadas como modelo
padrdo de carcinogénese (ARENDIS, 2000). Entretanto, a teoria linear parece
nao sustentar-se por si s6, ja que a ocorréncia de neoplasias seria dependente
de mecanismos seletivos resultantes da interagdo entre as alteracdes

cromossOmicas e\ou nucleotidicas e o meio ambiente (BRrivik, 2005).



1.2 GENETICA DO CANCER

O aumento da incidéncia do cancer com a idade é tomado como
evidéncia de que ha vérios passos limitantes no desenvolvimento desta
doenca; esses passos envolveriam modificagcbes genéticas e/ou epigenéticas.
As células modificadas sofrem uma expansao seletiva, ou seja, apenas
daquelas portadoras de modificagbes que trazem vantagens na proliferacao.
Dessa forma, o cancer poderia ser considerado um processo evolutivo
envolvendo tanto mudancas genéticas, epigenéticas, bem como a selecdo
(BECKMAN E LOEB, 2005).

Foi estabelecido também que a maioria dos canceres € caracterizada
por cariétipos anormais, seja por rearranjos nNuMEricos, ou por rearranjos
estruturais, evidenciando assim um tipo de instabilidade. Esta hipotese foi
testada em 1997, quando a taxa de surgimento de rearranjos cromossOmicos
em linhagens de células neoplasicas foi medida, e os dados confirmaram uma
instabilidade genética também no nivel dos cromossomos (LENGAUER ET AL.,
1998). A instabilidade cromossdomica (CIN, de Chromosomal Instability) é
caracteristica definida da maioria dos tumores humanos. Mutagfes em genes
da CIN aumentam as chances de ocorréncia de perdas ou ganhos de
Cromossomos ou segmentos cromossomicos durante a divisdo celular, tendo
como consequéncia o surgimento de cariétipos anormais (NOwAKk, 2002).

Defeitos na segregacdo cromossomica, na dinamica centrossomica, nas
atividades do telomero, nas respostas a danos no DNA, problemas nos pontos
de checagem do ciclo celular, entre outras, podem ter um papel importante no
surgimento e manutencdao da CIN, que € o primeiro impacto observado em

células cancerosas. A CIN é uma das causas principais de quimio-resisténcia



de células. Dessa forma, um entendimento completo das bases bioldgicas da
CIN é essencial para uma avaliagdo diagndstica e prognostica efetiva e

intervencao terapéutica do cancer (GOLLIN, 2005).

1.3 EPIGENETICA EM CANCER

As causas das neoplasias sdo muito amplas e diversas e incluem
desde a exposicdo a fatores externos ou ambientais, como por exemplo, a
dieta e o habito de fumar (ROTMAN ET AL.,2001; TAIOLI, 2002), como também
sucessivos eventos genéticos e/ou epigenéticos. A epigenética adquiriu um
papel importante nas pesquisas, tanto bioldgico quanto no estudo de tumores,
pois se sabe que ela desempenha um papel importante e que afeta a biologia
do cancer (JONES E BAYLIN, 2002; NEUMEISTER ET AL., 2002; YUASA, 2002), mas
também age na laténcia viral (TAO ET AL., 1999; ROBERTSONEWOLFE, 2000;
TIERNEY ET AL., 2000; TAKACS ET AL., 2001), na atividade dos elementos moveis
(HAGAN E RUDIN, 2002) e esta sendo estudada na terapia de genes somaticos
(HOWELL ET AL., 2001; NELSON ET AL., 2001; RIDEOUT ET AL., 2001), na clonagem,
nas tecnologias transgénicas, na senescéncia, no imprinting genbémico
(FEINBERG, 2001; IssA, 2002; NEUMEISTER ET AL., 2002) e nas anormalidades do
desenvovimento (FEINBERG, 2001).

A definicdo de efeito epigenético varia entre os investigadores. Uma
das definicbes descreve epigenética como o estudo da herdabilidade mitética,
na qual a mudanca na expressao de um gene ndo é causada por alteracdo na
sequéncia do DNA (LENGAUER E IssA, 1998). Outra definicdo € aquela que diz
que a epigenética concede uma heranca de informacdo com base na

expressao diferencial de um gene, considerando que o foco da genética € na



heranca da informacéo contida na sequiéncia génica (JONES E LAIRD, 1999). Os
mecanismos de heranca por modificacbes epigenéticas necessitam ainda de
mais estudos para que sejam identificados. Entretanto, independentemente da
definicdo usada, a diferenca mais importante entre um mecanismo epigenético
€ um mecanismo genético, € que mudancas epigenéticas podem ser revertidas
por agentes quimicos (VERMA E SRIVASTAVA, 2002).

Os dois principais tipos de regulacdo da expressdo génica por
epigenética sdo: a desacetilacdo das histonas, que causa uma mudanc¢a na
estrutura da cromatina e a metilacdo da regido promotora do gene (BURZYNKI,
2003). A metilacdo é necesséria para o desenvolvimento normal das células, e
uma metilacdo aberrante confere uma vantagem de crescimento seletiva que
pode resultar em crescimento ou desenvolvimento do cancer (Hu ET AL., 2000).
As regides promotoras de muitos genes podem ser metiladas em areas
chamada ilhas CpG (regifes ricas em citosina e guanina); oS genes que sao
altamente metilados (hipermetilados) sofrem um “silenciamento”, o que significa
que eles ndo podem ser transcritos (VERMA E SRIVASTAVA, 2002; BURZYNKI,
2003).

Resumidamente, podemos dizer que dentro da célula cancerosa
observamos a ocorréncia de varios eventos que incluem: a heranca ou
aquisicdo de defeitos no mecanismo de reparo do DNA e nos elementos ou
fatores de transcri¢cdo, auséncia ou a ndo obediéncia aos checkpoints do ciclo
celular (EvAN E VOUSDEN, 2001), e possivelmente, defeitos na regulacdo dos
eventos epigenéticos (BAYLIN E HERMAN, 2000). A producdo e destruicdo de
mutagenos endogenos, como o0s radicais livres, também podem afetar a

probabilidade dos eventos mutacionais e também podem ser modificados pela



variacdo genética (OLDEN E WILSON, 2000; PeTO, 2001; PETO E HOULSTON,

2001).

14 CLASSIFICAQAO DOS TUMORES DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL (SNC)

N&o existem métodos absolutos para o diagnostico e classificacdo do
grau de malignidade dos tumores do sistema nervoso. Com o advento de
conhecimentos da biologia molecular e estudos citogenéticos, pesquisadores
incorporaram alteracdes cromossdmicas e/ou genes especificos na tentativa de
melhorar a classificagdo(FRANKS E TEICH, 1990).

As primeiras tentativas de classificar estas neoplasias agruparam
tumores de morfologia similar e definiram seus comportamentos, em termos de
crescimento, como benignos ou malignos (RINGERTZ, 1950apud SIQUEIRA,
1998).

As bases para os conceitos atuais da classificacdo foram langadas por
VIRCHOwem1863 (apud SIQUEIRA, 1998), que descreveu o0s elementos de
sustentacdo do sistema nervoso, denominados de neuroglia e deu enfoque
citolégico a classificacdo. Vérias tentativas tém sido feitas para classificar estes
tumores de forma que haja um consenso mundial.

A primeira tentativa de classificar os tumores do SNC foi editada por
ZULCH e publicada em 1979. A segunda reflete avancos através da introducéo
da imunohistoquimica, editada por KLEIHUES et al (1993 apud LOUISET AL.,
2007). A terceira editada por KLEIHUES E CAVENEE, publicada em 2000, quando

foi incorporado o perfil genético. Na quarta edicdo, 25 patologistas e



geneticistas reunidos no Germany Cancer Research em Heidelberg, em
Novembro de 2006,contribuiram para a classificacdo atual (Louls ET AL.,2007).

As neoplasias do Sistema Nervoso Central (SNC) afetam uma em cada
10.000 pessoas em todo mundo, sendo que destes cerca de 24 mil tumores
sdo priméarios do SNC, e um numero igual de tumores metastaticos sao
diagnosticados nos EUA anualmente, admitindo-se uma populagcdo de 300
milhdes de habitantes (CARR ET AL., 2006). Esta doenca corresponde a cerca
de 3% de todos os tipos de céancer na populacdo brasileira e 3,3% na
populacdo paraense, sendo que apesar de ndo representar uma das mais
freqUentes, sem dulvidas é uma das principais causas de morbi-mortalidade
(INcA, 2009).

Existe um aumento crescente na freqiéncia dos tumores do SNC, o que
talvez se deva a melhora diagndstica, com métodos cada vez mais sofisticados
e precisos. Com isso, tem-se aumentado o nimero de pacientes submetidos a
tratamentos: cirdrgicos, radio e quimioterapicos (SALCMAN, 1998 e ERWING ET
AL., 2010).

No Brasil, segundo taxas de dados do Instituto Nacional do Céncer
(INcA, 2009), entre o periodo de 1980-1990, houve um aumento anual superior
a 0,5%, na mortalidade por neoplasias cerebrais na populacdo em geral, com
elevacdo dos indices em pacientes maiores de 65 anos de idade. No Par3,
estima-se uma taxa de 66,15 novos casos para cada 100 mil homens em 2010,
e 82,76 para mulheres nestes mesmos parametros, indicando uma crescente
nos casos novos anualmente (INCA, 2009).

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

dos gliomas, que séo responsaveis pela forma de apresentacdo mais frequente



entre 0os tumores desta regido (SIQUEIRA, 1998, ERWING ET AL., 2010). Dentre
todos os gliomas, os astrocitomas merecem destaque em funcédo de
representarem os tipos mais freqlentes e os que causam maior indice de

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

1.5 GLIOMAS

Glioma é o termo utilizado para designar os tumores derivados das
células da glia. Este grupo de células se refere aquelas que tém como principal
funcdo dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa aos
neurdnios. Essas células se encontram ao redor dos neurénios assim como em
meio aos axbnios neuronais. A maior parte das células gliais em termos
quantitativos pode ser encontrada na substancia branca encefalica (Fmc-
UNICAMP, 2009).

Formam um grupo de tumores histologicamente heterogéneo que se
originam no encéfalo através da desdiferenciacdo ou desenvolvimento anormal
de células ndo-neuronais. Sdo fundamentalmente de linhagem astrocitica
(astrocitomas), oligodendroglial  (oligodendrogliomas) ou ependimaria
(ependimomas), as quais tém caracteristicas clinicas, histopatolégicas e

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

1.5.1 Sistema de graduacéo dos Gliomas

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), podemos classificar
os gliomas em graus, de | a IV. O que realmente parece diferenciar estes
grupos é o tempo de sobrevida a partir do inicio dos sintomas, diagndéstico e

tratamento inicial (KLEIHUES ET AL., 2002).



A graduacado histologica tem papel fundamental no conhecimento do

comportamento tumoral, sendo fundamental na escolha de terapias adjuvantes

como radioterapia e protocolos de quimioterapias. Esta graduacéo inclui uma

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

Grau I: Sao aplicadas a tumores de baixo potencial proliferativo, sendo
realmente os Unicos benignos ou de baixo grau, pois quando tratados de
forma radical a sobrevida sem tumor é muito boa (geralmente contada
em anos), podendo até mesmo ser curados. Fazem parte desta
categoria os astrocitomas pilociticos e astrocitomas subependimarios.
Grau Il: Sdo de baixa atividade proliferativa, entretanto infiltrativos.
Correspondem aos astrocitomas fibrilares ou gliomas difusos, os quais
sdo bem diferenciados e tém caracteristicas morfolégicas de
benignidade, com uma histéria natural que prevé uma evolucao para 0s
graus mais avancados, apesar dos tratamentos realizados. Manifestam-
se em hemisférios cerebrais de adultos jovens e que apesar dos
tratamentos disponiveis tém uma média de sobrevida de 5 anos.

Grau lll: S&o reservados para aqueles onde j4 ha alguma evidéncia de
malignidade. S&o os astrocitomas anaplésicos, onde ha aumento da
celularidade, atipia nuclear, pleomorfismo e atividade mitética como
caracteristicas importantes. Tém um comportamento agressivo
intermediario com uma média de sobrevida de 2 a 3 anos.

Grau IV: Correspondem aos malignos. S&o os glioblastomas
multiformes, onde existe uma anarquia histologica com aparecimento de
microproliferacdo vascular e/ou necrose, e tém o pior progndstico entre

todos os gliomas . Manifestam-se em pacientes numa faixa etaria mais



avancada, com meédia de idade de 55 anos, e com um curso clinico
curto, média de 12 meses de sobrevida apesar dos diversos tratamentos

empregados.

Segundo SALCMAN(1996) é dificil obter informacdes fidedignas sobre a
histéria natural dos gliomas considerados de baixo grau de malignidade; em
consequéncia, tem sido igualmente dificil formular recomendages terapéuticas
precisas para pacientes portadores destes tumores. O comportamento clinico
dos gliomas de baixo grau é determinado pela idade do paciente e localizacdo
do tumor (area de maior ou menor elogiiéncia). A média de sobrevida em uma
série de 38 pacientes adultos com astrocitomas de baixo grau, tratados, foi de
46 meses, e apenas 24% sobreviveram mais que 5 anos, revelando que o
caréater benigno é relativo(SIQUEIRA, 1998).

Os gliomas malignos graus lll e IV (anaplasicos e glioblastomas) sao os
tumores primérios mais frequentes do sistema nervoso em adultos e
representam causa importante de morbidade e mortalidade na prética
neurolégica. Gliomas de alto grau de malignidade menos comuns incluem as
variedades anaplasicas de oligodendrogliomas, ependimomas, gangliogliomas
e outros tumores de células mistas (SALCMAN, 1991, SANSON ET AL., 2004).

Estes pacientes em geral sdo acometidos pelo glioma na fase mais
produtiva de sua vida; a deterioracdo frequente das faculdades mentais e uma
alta taxa de casos fatais contribuem para o grande impacto pessoal e social
destes pacientes (SIQUEIRA, 1998). A sobrevida destes pacientes € fortemente
condicionada a varios fatores prognosticos, cujos mais importantes sédo: idade,

indice de Karnofsky (escala que mede a capacidade do paciente de ser auto-
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suficiente, variando entre 30 e 100, sendo que este ultimo valor representa a
normalidade) e grau de resseccdao do tumor. Quanto mais velho, mais
debilitado e menor grau de resseccéo, pior 0 progndstico, e mais curta sera sua

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

1.5.2 Astrocitomas Difusos

Correspondem ao grau Il ou baixo grau. Sao caracterizados por alto
grau de diferenciacdo celular, crescimento lento e infiltracdo difusa em
estruturas cerebrais vizinhas (figura 01). Representam 10 a 15% dos tumores
astrociticos cerebrais, tendo um pico de incidéncia entre 30 e 40 anos,
podendo estar localizado em qualquer regido cerebral, mas preferencialmente
em regido frontal e temporal. As crises convulsivas sdo a forma mais comum
de apresentacéo inicial, associado ou ndo a sintomas neurolégicos focais do
inicio a alguns meses antes do diagnéstico. Em funcdo de sua natureza
infiltrativa causam uma distor¢éo e nao destruicado de tecidos vizinhos (KLEIHUS
ET AL.,2002).

Sao compostos por astrécitos fibrilares ou gemistociticos bem
diferenciados. A celularidade é apenas moderadamente aumentada com
ocasional atipia celular, sem atividade mitética evidente, necrose e proliferacdo
microvascular. A variante histologica mais frequente € a forma fibrilar, sendo
que a ocorréncia ocasional ou regional de gemistécito ndo invalida o
diagnostico de astrocitoma fibrilar (figura 02). A variante gemistocitica é
caracterizada pela presenca substancial de gemistécitos, em mais de 20% das
células tumorais, entretanto a média € de 35%. Embora esta variante tenha

uma predisposicdo maior para desenvolver glioblastoma anaplasico, ndo se
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justifica ser classificado como astroctioma anaplasico. A variante
protoplasmica é rara, e tem uma histéria clinica de crises convulsivas de longa

data (KLEIHUES ETAL., 2002).

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

Dentre as alteragbes moleculares, as mutacbes do TP53 tém sido
relatadas em mais de 60%, sendo que em mais de 80% na variante
gemistocitica. Durante o processo de malignizacao a freqiiéncia da mutacao do
TP53 ndo parece aumentar significativamente, indicando ser esta alteragdo um
evento precoce em cerca de 90%. Outras alteracbes genéticas: aumento da
expressao do PDGFR, ganho do cromossomo 7q e amplificacdo do 8q, perda

da heterozigose no 10p e 229 (ICHIMURA ET AL., 1998).
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Figura 02 - Astrocitoma fibrilar é caracterizado por aumento de celularidade, com uma
populacdao monomorfica de células infiltrativas(Fonte:http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas).

A média de sobrevida ap0s resseccao cirargica € de 5 anos, variando
muito em funcdo de localizacdo encefalica. A progressdo para glioblastoma
multiforme tende ocorrer numa média de tempo de 4 a 5 anos. Parece que
quando a mutacdo do TP53 é encontrada na primeira biopsia, um longo
periodo de sobrevida é esperado, se ndo houver adicionais alteracdes
genéticas, semelhante a perda da heterozigoze no 10 e 19q (WATANABE ET AL.,
1987) . No estudo de CHOZIEK ET AL. (1994), a imunorreatividade para proteina
TP53 em astrocitomas difuso foi associada a um periodo mais curto de

sobrevida.

1.5.3AstrocitomasAnaplasicos

Podem surgir como evolucao dos de baixo grau, ou aparecer como leséao
inicial. Tém uma tendéncia natural para progresséo para glioblastoma. A idade
média de aparecimento € de 41 anos, maior que a idade média dos de baixo
grau que € de 31 anos. Mulheres sdo mais afetadas que homens (1,8:1). Nao é
raro estes tumores serem diagnosticados apds poucas semanas de sintomas

neuroldgicos, sem precedentes de astrocitomas grau Il (KLEIHUESET AL.,2002).
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A principal caracteristica histopatoldégica € o aumento da celularidade,
com atipia nuclear e marcada atividade mitética (figura 03). Células
gemistociticas sao frequentemente encontradas. De um ponto de vista clinico,
morfoldgico e genético, esse tipo de tumor constitui um estagio intermediario na
via de progressao tumoral. Apresenta uma alta frequiéncia de mutacées no
gene TP53, similar aos tumores grau Il. Varios estudos demonstraram que em
mais de 90% dos casos a mutacdo do gene TP53 esta presente nos casos

onde estes tumores evoluiram a partir da forma benigna (WATANABE,1997).
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Fig. 03- Astrocitoma anaplasico é caracterizada por atipia nuclear e mitoses
(Fontehttp://anatpat.unicamp.br/taneugliomas).

Alteracbes genéticas adicionais que podem refletir alto grau de
malignidade incluem: delecdo do gene pl6 (30%), alteragbes no gene
RB,(25%) delecéo do p19 (15%), amplificacdo CDK4 em (10%). Foram também
relatadas mutacdes no gene PTEN/MAC e perda da heterozigose (LOH; do
inglés loss of heterozygosity) no braco longo do cromossomo 10 (10q) em 15 e

30% dos casos estudados, respectivamente. A LOH foi também observada no
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braco longo do cromossomo 19(19q) em aproximadamente 40% e no brago
longo do cromossomo 22 (22qg) em aproximadamente 30%. A amplificacdo do
gene EGFR € raramente observada (menos de 10%). O tempo de
progresséao para glioblastoma multiforme € muito varidvel, com uma média de 2

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

1.5.4 Glioblastoma multiforme

Foi identificado por VIRCHOwW em 1863, como tumor glial (apud SIQUEIRA,
1998). E o tumor glial de maior grau de malignidade, compostos por astrocitos
neoplasicos pobremente diferenciados. Os glioblastomas multiformes podem
se originar das formas benignas (grau Il) ou dos proprios astrocitomas
anaplésicos, sendo denominados de glioblastomas secundarios. Entretanto, a
sua manifestacdo mais freqiente é ap6s uma historia clinica curta, sem
evidéncia de precursor benigno, quando sdo chamados de glioblastomas
primarios (KLEIHUES ET AL.,2002).

Podem se manifestar em qualquer idade, sendo mais freqientes em
adultos com pico de incidéncia entre 45 e 70anos. Em geral originam-se na
substancia branca sub-cortical dos hemisférios cerebrais, principalmente
regides temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%). A
histéria clinica usualmente corresponde a sintomas de inicio recente, menos
que 3 meses, tais como crises convulsivas, sinais neurolégicos focais e
cefaléia. O diagnéstico por imagem € realizado por Tomografia
Computadorizada e Ressonancia Nuclear Magnética, os quais revelam lesdo
expansiva heterogénea, captante de contraste com importante edema

peritumoral (KLEIHUES ET AL.,2002) (figura 04).
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Fig. 04- Ressonancia Magnetica de encéfalo revelando lesdo heterogénea captante de
contraste frontal esquerda, compativel com astrocitoma de alto de grau de malignidade
(Fonte http://anatpat.unicamp.br/taneugliomas)

Sob visdo macroscopica sao pobremente delimitados do tecido normal,
com sua superficie mostrando uma massa acinzentada com regifes
amareladas (necrose) e vermelhas ou marrons (sangramento recente ou
antigo). A necrose central ocorre em 80% dos casos, ainda podemos observar
presenca de cistos. As caracteristicas histopatolégicas sdo de um conjunto de
células pobremente diferenciadas, com pleomorfismo, atipia nuclear e intensa
atividade mitotica, trombose vascular, proliferacdo microvascular e necrose,
sendo estas duas ultimas caracteristicas fundamentais para o diagnostico

(BURGER ET AL., 1987 e KLEIHUES ET AL., 2002) (figura 05).
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Fig. 05 - Glioblastoma é caracterizado por necrose e células em pseudopalicada, além de

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

A microproliferacdo vascular aparece como tufos glomerulbides,

localizados proximo a areas de necrose, consistindo de multicamadas de

células endoteliais, sendo que a trombose vascular € muito frequente,

desenvolvendo papel importante no desenvolvimento de isquemia e necrose

(KLEIHUES ET AL.,2002).

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

macroscopica e por neuroimagem como areas de tecido tumoral destruido sem

captacdo de contraste e com frequéncia compreendem 80% da massa

neoplasica. A necrose microscopica aparece como um tecido amarelado ou

esbranquicado, com vasos tumorais dilatados e trombosados, ndo sendo

facilmente distinguidas células do glioma. A presenca dos vasos trombosados

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

suprimento sanguineo. Grandes areas de necrose estao relacionadas a pior

prognostico (BARKER ET AL., 1996).
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A transformacgdo maligna das células neuroepiteliais € um processo de
vérias etapas comandadas pela aquisicdo de uma sequéncia de alteracbes
genéticas. A via genética dos glioblastomas primarios difere dos tumores
“novos” (SANSON ET AL., 2004).

O gene EGFR encontra-se amplificado e superexpresso em 30 a 40%
dos glioblastomas multiforme, podendo mostrar simultaneamente a perda do
cromossomo 10. O estudo feito por THOMA ET AL. (1998) revelou que a
amplificacdo do EGFR encontra-se presente em 39% dos glioblastomas
secundério, enquanto que no grupo de glioblastomas primarios nenhum

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

1.6 CURVAS DE SOBREVIDA NOS GLIOMAS

Tanto nos casos tratados de gliomas como naqueles sem tratamento, as
curvas sdo exponenciais quanto a forma. Isso significa que um tempo
constante pode ser calculado para essas curvas e que um modelo matemético
pode ser construido para prognosticar com precisédo a sobrevida da maioria dos
pacientes com esta doenca. As propriedades biolégicas sédo tais que as curvas
de sobrevida para pacientes em diferentes grupos de tratamento tendem a
convergir inexoravelmente para 18 a 24 meses apos o diagnéstico (SALCMAN E
SALOMUN, 1984, PERAUD ET AL., 2002).

Nessa fase, mais de 90% dos pacientes jA morreram mesmo depois de
realizado cirurgia e radioterapia. O padrdo exponencial € dramaticamente
diferente das curvas de sobrevivéncia na maioria dos outros tumores, incluindo

astrocitoma cistico na infancia e o meduloblastoma. Nessas doencas observa-
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se um platd entre cinco e dez anos. A curva de sobrevida para tumores de
baixo grau € também exponencial na forma, entretanto com uma constante de
tempo maior, sendo a sobrevida média de cinco anos. A andlise dessas curvas
confirma a observacdo de que gliomas de baixo grau de malignidade
representam um continuum biolégico no qual um tumor representa
simplesmente um estagio mais precoce no ciclo vital de outro tumor mais
agressivo (SALCMAN E SALOMUN,1980, KLEIHUES ET AL., 2004) .

Importantes resultados clinicos foram demonstrados por PERAUD ET AL.
2002(Fig.06), onde 159 pacientes com astrocitomas grau I, sendo 129 de
‘novo’ ,foram observados, num periodo de tempo. Destes, 84 evoluiram com
progressdo para tumor maligno, mesmos apds procedimentos cirlrgicos e

radioterapicos e 36 morreram, apos um periodo médio de 108 meses.

1.7 VIAS GENETICAS DE PROGRESSAO DOS GLIOMAS

Faz se necessario entender 0s mecanismos genéticos através dos quais
os gliomas progridem, no intuito de diagnosticar, prognosticar e usar esses
conhecimentos como potenciais agentes terapéuticos (SANSON ET AL., 2004).
Estes mesmos autores descrevem vias distintas nesta progressao (Fig. 07),
que incluem duas alteragbes precoces: a inativacdo da p53 (associada a
astrocitomas) e a perda dos segmentos cromossOmicos 1p e 19q. A delecéo da
P16/CDKN2A no 9p21, inativacdo do gene RB1 no 13q, e amplificacdo do
CDK4 mutuamente, sdo mais freqlientes nos astrocitomas anaplasicos. A
inativagdo do PTEN no cromossomo 10q, a amplificacdo e/ou rearranjo do

EGFR s&o mais frequentes nos glioblastomas.
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A amplificacdo do EGFR ocorre em 40% dos glioblastomas primarios e
raramente nos secundarios. A superexpressdo do EGFR é também mais
comum nos primarios (60%) que secundarios (10%). Todos os tumores com
amplificacdo do EGFR tém superexpressdo, e cerca de 70 a 90% com

superexpressao tém amplificacéo ( BIERNAT ET AL., 2004).
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Figura 06: Gréfico mostrando a sobrevida livre de progressdo da doenca. Sobrevida (A) e
padrao de transformacao maligna (B) (Fonte: Peraud et al., 2002).
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Fig.07: Vias genéticas de progressdo dos gliomas. Os cromossomos inativados e genes
deletados sdo representados por “-”. Genes amplificados s&o representados por “+”. All,
astrocitomas grau Il; Alll, astrocitomas grau lll; CDK, ciclino quinase dependente; EGFR,
receptor do fator de crescimento da epiderme; GBMO, glioblastoma com componente
oligodendroglial; OIl, oligodendroglioma grau II; OIlll, oligodendroglioma grau Ill; pGBM,
glioblastoma multiforme primario; ScGBM, glioblastoma multiforme secundéario (Fonte: Sanson
et al. 2004).

Em outro grupo de estudo nao foi identificada amplificacdo do EGFR em
pacientes abaixo de 35 anos, sendo muito raro ou ausente em criancas
(OHGAKIN ET AL., 2004).

A inativacdo da p53, que gera instabilidade genética, tem papel
fundamental no desenvolvimento dos glioblastomas secundarios (SANSON
ETAL., 2004).

A mutacdo do TP53 é a primeira alteracdo detectada em gliomas de
baixo grau em dois tercos destes tumores, o que é igual nos astrocitomas
anaplasicos e glioblastomas derivados dos de baixo grau. Esta mutacdo
também ocorre em glioblastomas primarios, s6 que numa menor proporcao

(menos que 30%). .Em glioblastomas secundarios esta mutagdo tem sido
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demonstrada estar localizada em dois codons hot spot: 248 e 273 (OHGAKI ET
AL., 1993).

A amplificacdo do MDM2 ocorre em menos de 10% dos glioblastomas,
quase que exclusivamente nos primarios onde ha auséncia da mutacdo do
TP53 (REIFENBERGER ET AL., 1993).

A perda da expressdo da pl4 tem sido encontrada em 76% dos
glioblastomas, sendo que a metilacdo da regidao promotora do gene pl4é mais
freqlente no subtipo secundario que no primario, entretanto sem diferenca
significativa (BUGLER ET AL., 1995).

A proteina RB1 controla o ciclo celular através da passagem da
fase G1 para fase S. A proliferacdo celular é regulada em checkpoints na fase
G1 e G2. As citoquinas ciclino-dependentes (CDK) inibem por fosforilagdo o
gene RB1 pelo fator de transcricdo E2F. A liberagdo do fator E2F induz a
transcricdo de genes alvos que promovem a sintese de DNA. A D-CDK4 é
inibida pela p16, produto do gene supressor de tumor pl6 CDKN2, o qual é
frequentemente deletado ou hipermetilado em gliomas malignos (SANSON ET
AL., 2004)

Os gliomas podem ativar receptores da tirosina quinase por Varios
mecanismos: Superexpressdo do ligante e receptor; PDGF e PDGFR,
amplificacdo genbmica e ou mutacdo de receptores (ex. EGFR2) ou ativacéo
do sinal de transducéo intracelular (ex. PTEN) (SANSON ET AL., 2004).

O gene PI3K (fosfatiditilinositol 3 — quinase) é frequentemente ativado
em gliomas malignos, promovendo diversas fungbes biologicas incluindo
proliferacdo, sobrevida e motilidade celular (CHOE ET AL., 2003). Podem estar

alterados através de varios mecanismos, sendo o0 mais comum a mutacao ou
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perda da heterozigose do PTEN ou amplificacdo de fatores de crescimento
semelhante ao EGFR. Tem sido sugerido que estas alteragcbes surgem em
fases tardias dos gliomas, por isso sua ativacdo parece estar relacionada a
progressdo maligna. Parece ainda mediar radiorressiténcia nestes mesmos
tipos de tumor, por supressao da apoptose (CHAKRAVART ET AL., 2004).

O PTEN, que codifica a proteina lipideo fosfatase, € um gene supressor
localizado no cromossomo 10g23, que tem um significante papel ndo somente
na inducdo da parada do ciclo celular como também na apoptose, além de
outros aspectos fisiolégicos como controle da adesdo, migracdo e
diferenciagao celular. Tem sido demonstrado que o P13k funciona como um dos
substratos para esta proteina a qual € antagonizada (CRISTOFANO ET AL., 2000).
O envolvimento do PTEN na regulacdo da adesdo e migracdo celular pode
explicar a freqliente perda deste gene em estagios tardios dos tumores, alguns
ja em fase de metastases (TAMURA ET AL, 1999,CRISTOFANO ET AL., 2000),
também relatam que a LOH do 10923 € um evento comum em estagios iniciais
de tumores em 25 a 50%, entretanto a perda completa deste gene esta
associada a estagios mais agressivos, exacerbando fatores fenotipicos
inclusive produzindo metéstases.

A LOH do 10q ¢é a alteracdo genética mais freqliente em ambos os tipos
primarios e secundarios, com similar frequéncia (60 a 80%). A LOH do 10p e
exclusivo dos primarios. A LOH do 10g25 é associado a alteracdo da transi¢ao
dos gliomas de baixo para alto grau (RASHER ET AL., 1995). Na via do
glioblastomas multiformes secundéarios a mutacdo da TP53 é um evento
precoce e a LOH 10g é um evento tardio, entretanto a sequéncia dos eventos

genéticos primarios nao sao bem definidos (HEGI, 2005).
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1.8 PAPEL DA MUTACAO DO GENE TP53 NA EVOLUCAO DOS
GLIOMAS

Astrocitomas e oligodendrogliomas de baixo grau tém uma tendéncia
para progredir para fenétipo maligno, isto €: grau anaplasico e glioblastoma
multiforme. Embora alguns destes tumores progridam rapidamente, outros
permanecem inalterados por um periodo mais prolongado. O prognéstico final
é fortemente determinado por fatores pré-tratamento: Pacientes jovens, abaixo
de 40 anos de idade, com tumores pequenos (abaixo de 20ml), com poucas
alteracdes neurolégicas e exames de imagem sem captacdo de contraste, tém
resultados melhores, com uma média de sobrevida de 5 anos em 70 a 80%. O
tempo de sobrevida diminui drasticamente em pacientes que apresentam 2 ou
3 destes fatores progndsticos desfavoraveis (KRET ET AL.,1997 E BAUMAN ET AL.,
1999).

Estratégias de tratamento como grau de ressecc¢do, radioterapia e
radiocirurgia sao apenas parcialmente efetivas, e essa resposta nao €
uniforme. O maior impedimento na efetividade destes tratamentos é um
incompleto conhecimento dos sinais moleculares que determinam a progressao
destes tumores. Com base em estudos preliminares, a mutacdo do TP53 tem
sido considerada a mais freqliente e precoce alteracdo genética em pacientes
com gliomas, embora a relevancia prognostica destes achados ainda
permaneca em debate (PERAUD ET AL., 2002).

Em gliomas esporadicos (incluindo astrocitomas) a via da p53 esta

quase invariavelmente alterada, seja por mutacbes de ponto ou perda
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cromossOmica, evento freqientemente associado a progressao da doenca
(FURNARI ET AL., 2009).

O TP53, situado no loci 17p13.1, € um dos genes responsaveis pela
integridade do genoma (PINTO ET AL, 2008). E ativado pelo surgimento de DNA
alterado, através de mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos. Sua
ativacdo produz uma proteina que estimula a sintese de outras proteinas, que,
por vez, atuardo inibindo a replicacao celular através da ligagdo com o antigeno
de proliferacdo nuclear (PCNA) e estimulando as enzimas de reparo do DNA
gendmico. Caso o reparo do DNA seja completo, o TP53 é inativado e a célula
retorna ao estado normal. Caso nao haja reparo satisfatorio, a célula
permanece impedida de replicar-se e é induzida a apoptose (FMRP-uspP, 2009).
A apoptose é um tipo de morte celular, desencadeada, entre outros estimulos,
por mutacdes potencialmente lesivas. Outra forma de atuag&o da proteina p53
€ no envelhecimento celular. Durante este processo, as células vao reduzindo
gradativamente a producao de mdm2, um inibidor fisiol6gico da p53. Com isso,
células senescentes e diferenciadas continuam sua existéncia, mas perdem a
capacidade de se multiplicar, protegendo o organismo contra tumores (HOFFEE,
2000).

O gene TP53, por desempenhar um papel-chave na manutencdo da
estabilidade gendmica € denominado “Guardido do Genoma” (LANE, 1992) e
“Estrela da Morte” (VousDEN, 2000). A inativacao deste gene esta associada a
instabilidade gendmica em diferentes tipos de tumores humanos através de

varios mecanismos (EYFJORD ET AL., 1995).



25

Dentre as mutacdes identificadas do TP53 em tumores cerebrais
astrociticos, as transicbes G:C—A: T sdo as mais freqlentes e estdo
predominantemente localizadas nos sitios CpG (OHGAKI ET AL., 2007).

O mecanismo melhor caracterizado das transigdes G:C—A: T nos sitios
CpG é a desaminacdo da b5-metilcitosina nesses sitios, resultando na
substituicdo da 5-metilcitosina por timina. Isto ocorre espontaneamente ou
mediado por fatores, como por exemplo, através da acdo dos radicais de
oxigénio ou de Oxido nitrico produzido pela sintese de O6xido nitrico sob
condicéo de inflamacgé&o cronica (OHSHIMA E BARTSCH, 1994).

Uma vez que todos os sitios CpG nos éxons 5-8 do gene TP53 estdo
metilados em tecidos humanos saudaveis, fatores que afetam a taxa de
desaminacao podem influenciar a aquisicdo da mutacdo G:C—A:T. No
entanto, outros mecanismos também podem desempenhar seus papéis
(OHGAKI, 2009). Um possivel mecanismo de aquisicdo da mutagdo G:C—A:T é
devido a agentes alquilantes, desde que o promotor de metilagdo do gene O6-
metilguanina metiltransferase (MGMT) esteja associado a presenca da
mutacdo G:C—A:T em gliomas (BELLO ET AL., 2004)

MutacBes no gene TP53 estéo presentes em 50% dos tumores em geral
(PINTO ET AL., 2008) e sua sinalizacao estd comprometida em 87% destes (CHIN
E MEYERSON, 2008). O dominio de ligacdo de DNA da proteina p53 é
denominado “hot spot” para mutagcdes devido a maioria das mutacdes da
proteina ocorrer nesta regiao (ZILFou E LowE, 2009).

No gene TP53, a regido compreendida como hot spot se estende do
éxon 4 ao 10 variando do 4/5 ao 9/10/11 de acordo com outros autores como

FUKUSHIMA (2006). Além da forma mais conhecida da p53, ja foram descritas
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oito isoformas diferentes e uma nova regido promotora no éxon 4
(BOURDONETAL.,2005). Estas variantes apresentam padréo de expresséao tecido
especifico e o promotor alternativo € conservado evolutivamente estando
presente tanto na Drosophila quanto no homem (BARBOSA, 2007). Além disso,
parece ocorrer expresséo diferencial destas variantes no tecido de tumor de
mama e a expressao diferencial destas isoformas pode explicar a dificuldade
em associar o status da p53 com suas propriedades biolégicas em canceres
humanos (BARBOSA, 2007).

A analise da correlacéo entre o curso clinico e a mutacédo do TP53, pode
ser considerada um marco genético do inicio da formacédo do tumor até a sua
progressdo em tipos histolégicos mais agressivos, podendo constituir uma
promissora abordagem na deteccdo precoce, determinando novas terapias
antineoplasicas e consequentemente um melhor prognéstico em gliomas de
baixo grau (PERAUD ET AL., 2002).

Em um estudo retrospectivo de PERAUD ET AL. (2002), foram observadas
conclusbes divergentes, segundo o qual numa analise de 159 pacientes
portadores de astrocitomas de baixo grau, concluiu-se que a mutacdo no gene
TP53ea super-expressdo da p53, foram acumulando-se no periodo da
sobrevida livre de progressao das células tumorais. Essa concomitancia entre a
mutacdo do TP53 e acumulo da p53 foi encontrada em 89% de todos os
tumores, sendo que apenas seis casos mostraram mutacdo do TP53 sem
acumulo da p53 e dois com acumulo da p53 sem a mutacédo, do total de 159
pacientes. Este estudo sugere que a expansao clonal da imunopositividade da
p53 e provavelmente células tumorais mutantes ou regulacdo da estabilizacéo

da p53 séo atribuidas a lesdo do DNA num consideravel numero de pacientes.
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Dadas as limitagbes de avaliacbes retrospectivas, nao existe um
consenso do papel prognostico da mutacao do TP53 e acumulo da p53. MEYER
ET AL. (1994) observaram que pacientes com mutacdo do TP53 sobrevivem por
um periodo duas vezes mais longo, embora tenha avaliado apenas 15
pacientes.

ISHI ET AL. (1999) revelaram um forte impacto sugestivo de que a
mutacdo do TP53 em pacientes livres de progressdo de tumor oferecem risco
de malignidade, apds avaliacdo de 36 pacientes com tumores "de novo” ou
recorrentes a partir de grau II.

No trabalho de PERAUD ET AL. (2002) pbde ser observado o impacto
prognoéstico da mutacdo do TP53 detectado por um periodo de sobrevida o
qual tem uma correlacdo inversa com a idade, caracterizado ou correlacionado
com o tempo necessario para malignizacdo. Invariavelmente a mutacao do
TP53 foi um fator desfavoravel na sobrevida livre de progresséao,
principalmente observados no subtipo gemistocitico.

Pacientes com acumulo de proteina p53 tém uma curta sobrevida livre
de progressao da doenca, embora ndo haja diferenca estatistica significativa,
indicando limitacdo e inacuracia da imunohistoquimica na determinacédo da
mutacdo do TP53 (ANKER ET AL.,1993).

Comparando os trabalhos de IsHi ET AL. (1999) (tamanho amostral
pequeno, tratamento ndo muito bem definido) e o de PERAUD ET AL., (2002)
(curto periodo de acompanhamento dos pacientes), ndo h& conclusdes
definitivas sobre o papel prognostico da mutacdo do TP53 na sobrevida quer
seja por recorréncia ou transformacéo maligna. Entretanto o papel na sobrevida

livre de tumor pode ser bem determinado.
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Em tumores astrogliais, muta¢cées do TP53 sédo localizadas em regides
com clusters no cédon 173 (7.5%), 248 (17.5%) e 273 (7.5%) (OHGAKIET AL.,
1993). Um dos achados do trabalho de PERAUD ET AL., 2002, é que mutacdes
no TP53 no codon 175, tém significantemente menor sobrevida livre de
progressdo do tumor e alto risco de transformagdo maligna, quando
comparados com esta mutacdo em outros hot spots codons. Estes autores
concluiram que a mutacdo do TP53 € um evento precoce e frequente em
gliomas de baixo grau com uma clara preferéncia para o subtipo gemistocitico,
principalmente sendo estas mutacdes localizadas no cédon 173, levando o
paciente a uma curta sobrevida livre da doenga e alto risco de malignizacao.

Os glioblastomas multiformes representam um grupo de doencas
distintas, afetando idades diferentes, desenvolvendo-se em vias genéticas
diferentes. A maioria dos glioblastomas multiformes s&o primérios, e se
desenvolvem rapidamente “de novo”, sem evidéncias clinicas e radiolégicas de
tumores menos agressivos prévios. Afetam pessoas mais idosas e tém como
caracteristicas a perda da heterozigose 10q (70% dos casos), amplificacao do
EGFR em 36% , delecdo do pl16 em 31% e mutacdo do PTEN em 25%. Os
glioblastomas secundarios desenvolvem-se a partir de gliomas difusos de
baixo grau ou anaplasico, em pacientes mais jovens, com uma via genética
onde € observada a mutacdo do TP53, como a alteragdo mais precoce e
frequente. Esta mutacdo € detectada em cerca de 60% dos astrocitomas
precursores. Na evolucdo destes, existem mutacdes adicionais, incluindo a

heterozigose do 10q ( OHGAKI E KLEIHUES, 2007)
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Fig. 08: Vias genéticas dos glioblastomas primarios “de novo” e secundarios. LOH 10q é
freqliente em ambas as vias. MutagBes da TP53 sdo alteracdes freqlientes e precoces

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

1.9.1 Objetivo Geral

Tendo em vista a importancia das mutacdes no gene TP53 nas diferentes
propostas da génese e progressao de gliomas, o presente trabalho tem como
objetivo geral analisar a ocorréncia de dele¢fes ou duplicagcdes desse gene, além
de realizar um screening de polimorfismos dos éxons 4-10 desse gene nas
amostras de gliomas com aplicacdo da técnica de SSCP, comparando 0s
resultados obtidos entre tumores de graus | e Il (benignos) com aqueles de graus

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

1.9.2 Objetivos Especificos
. Aplicar sondas loco-especificas do gene TP53 em experimentos de
FISH interfasico em material obtido de gliomas;

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

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

o Verificar uma possivel associacdo das alteracdes nos éxons do

gene TP53 e o0 grau de estadiamento do tumor;

. Correlacionar os resultados encontrados com possiveis vias de

progressao tumoral.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS

O presente trabalho faz parte de um projeto maior intitulado “Estudos
Citogenéticos e Moleculares em Tumores do Sistema Nervoso Humano na
Populagéo Paraense”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Saude da Universidade Federal do Para (025/06 CEP-CCS/UFPA) (Anexo
). Os pacientes ou seus parentes proximos foram informados sobre o estudo a
ser realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo, solicitou-se
a assinatura de um termo de livre consentimento (Anexo Il). As analises foram
realizadas em quinze amostras de gliomas de diferentes graus de malignidade,
segundo tabela I. Para controle da técnica de FISH, foi analisada uma amostra
de preparacao obtida a partir de cultura de linfécitos de um individuo higido que
nao foi exposto a radiacbes ou medicamentos que pudessem interferir no

resultado do estudo, em periodo préximo a coleta.

Tabela I: Amostras de gliomas utilizadas nesse estudo.

CSN SEXO IDADE GRAU HISTOPATOLOGICO
005 F 9 I Astrocitoma Pilocitico
108 M 20 I Astrocitoma Sub-ependimério de Céls Gigantes
116 F 3 I Astrocitoma Pilocitico
010 F 12 Il Astrocitoma Fibrilar
209 M 32 Il Astrocitoma Fibrilar
031 F 55 11 Astrocitoma Anaplasico
088 F 63 11 Oligoastrocitoma Anaplasico
146 F 31 11 Astrocitoma Anaplasico
017 F 64 v Glioblastoma Multiforme
021 M 3 v Glioblastoma Multiforme
101 M 79 v Glioblastoma Multiforme
104 M 54 v Glioblastoma Multiforme
114 M 58 v Glioblastoma Multiforme
154 M 43 v Glioblastoma Multiforme
14 F 68 v Glioblastoma Multiforme
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2.2 COLETA DE AMOSTRAS

Amostras de tecido tumoral foram coletadas durante o procedimento
cirargico pela equipe de Neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola. Os laudos
histopatolégicos desse hospital seguem os padrdes da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2009). O material foi coletado em meio de cultura RPMI,
contendo antibiéticos. Imediatamente apdés sua coleta, o material foi

encaminhado ao laboratério para processamento.

2.3 OBTENC;()ES DE MATERIAL INTERFASICO

O método foi adaptado de FORD E HAMERTON,1956. O material tumoral foi
desagregado com o uso de bisturi, tesoura e colagenase em uma placa de
Petri. Depois da dissociacdo completa do tecido, acrescentaram-se cerca de
0,2 mL de colchicina e 5 mL de meio RPMI enriquecido com 10% de soro
bovino fetal. O material foi transferido para um macerador, e apdés sua
maceracdo, foi transferido para uma placa de Petri e incubado por
aproximadamente 3 horas a 37°C. Depois disso, o material foi transferido para
um tubo de centrifuga e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, e adicionaram-se 5 mL de solugcdo hipoténica
(KCI 0,075 M). O material foi entdo ressuspendido e incubado por 15 minutos a
37°C. Depois de transcorrido esse tempo, acrescentaram-se 5 mL fixador
Carnoy (3 metanol : 1 &cido acético) e ressuspendeu-se. Apos centrifugar-se o
material por 10 minutos a aproximadamente 1000 rpm, descartou-se o
sobrenadante com o uso de uma pipeta Pasteur, acrescentando-se novo
fixador (5 mL). ApOs ressuspensao, o material foi novamente centrifugado.

Esse procedimento foi repetido por trés vezes. ApOs a Ultima etapa,
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acrescentaram-se apenas 2mL de fixador. O material foi entdo mantido em

freezer.

2.4 PREPARACAO DAS LAMINAS E PRE-HIBRIDIZACAO
As laminas para uso foram primeiramente lavadas, deixando-as por

alguns minutos em solucao de &lcool / éter (50%). Apds esse procedimento:

. Apos a ultima centrifugacéo, retirou-se o sobrenadante e adicionou-se cerca de
1 ml de fixador novo ao material, que foi ressuspendido com ajuda de uma
pipeta Pasteur.
. Pingou-se uma gota do material na lamina.
. Quando o fixador comecou a evaporar, adicionou-se mais uma gota de fixador
sobre a preparacao na lamina.

No caso de preparacdes apresentando restos de citoplasma, repetia-se
a lavagem por mais vezes ou aplicava-se o tratamento com pepsina:
1. Incubava-se a lamina em solu¢cdo com 50 pl de pepsina/100 ml, 0,01 M HCI,

ph 2,3, a 37°C.

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

Depois de gotejado o material, as laminas foram desidratadas em etanol
(70%, 90% e 100%, cada um por trés minutos), e entdo incubadas a 60°C por
uma hora, ou por uma noite a 37°C. ApGs isso, as laminas foram utilizadas para

a hibridizacao.
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2.4 EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZA(;AO IN SITU COM FLUORESCENCIA
(FISH) INTERFASICO.
2.4.1 Sondas

Foram utilizadas sondas comerciais da marca Abbott Molecular (lllinois,
EUA). As sondas foram utilizadas em experimentos dual-colors, utilizando-se
dois fluoroforos distintos: SpectroRed e SpectroGreen. No experimento para
deteccdo de aneuplodias do cromossomo 17 e rearranjos envolvendo o gene
tp53, utilizamos as sondas especificas para o centrébmero do 17 (Vysis CEP 17
17p11.1-g11.1 Alpha Satellte) e para 17pl13.1 (Vysis LSI TP53),

respectivamente.

2.4.2 Hibridizacao

Foram seguidas as instrucfes do fabricante (Abbott Molecular):

1. Em um eppendorf, as sondas foram misturadas ao tampao de
hibridizacdo: 7 pl de tampdo, 1 pl de sonda e 2 pl de &agua
deionizada.

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

3. As sondas foram desnaturadas em banho-maria a 730C por 10
minutos.

4. ApoOs sua desnaturacio (5 minutos em formamida a 70% a 73°C), as
laminas foram desidratadas em bateria de alcodis (etanol 70%
gelado, 4 minutos, 70%, 90% e 90%, temperatura ambiente, 2

minutos cada, e 100% temperatura ambiente, 4 minutos).
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5. Depois da evaporacao total do alcool, as laminas foram colocadas
em placa quente a 50°C, e despejou-se 10 pl de solugdo de
hibridizagdo (tampéao e sondas).

6. ApOs dois minutos, as laminas foram retiradas da placa quente. Uma
laminula foi colocada sobre o material e as laminas foram incubadas

em recipiente fechado a 42°C por 45 minutos.

2.4.3 Lavagem de Estringéncia

Apos a incubacgéo e retirada das laminulas, as laminas foram incubadas
em 0.4xSSC/0.3% Tween a 730C por dois minutos. Em seguida, as laminas
permaneceram por ums minuto em 2xSSC/0,1% Tween. As laminas foram
entdo coradas em DAPI e cerca de 10 ul de antifade foram aplicados em cada
lamina. Uma laminula de 24mmx24mm foi colocada sobre o material. As

laminas foram mantidas em geladeira até a analise ao microscépio.

2.4.4 Anédlises dos experimentos do FISH Interfasico

A andlise dos experimentos de FISH foi feita com objetiva de imerséo
em microscopio de fluorescéncia IMAGER acoplado a uma camera digital. A
captura de imagens foi feita com o auxilio do programa AXIOVISION. Usando
os critérios de HopPMAN ET AL.(1994) apud CARLSON ET AL. (2000), foram
analisados 40 nucleos intactos de 3 a 5 areas separadas (120 a 200 nucleos no
total). Regies com background ou que ndo exibiam pelo menos um sinal de

hibridizagcdo ndo foram consideradas.
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2.4.5 Andlises Estatisticas

Foram utilizados os programas Epilnfo 2000 e Microsoft Excel 2010 para
0 armazenamento das informacgdes na forma de bancos de dados, bem como
para realizagdo da andlise estatistica descritiva das amostras, demonstrando
os indicadores epidemiolégicos na forma de frequéncias, percentuais,
representacfes tabulares e graficas a partir da investigacdo feita, tragcando
assim o perfil do grupo pesquisado.

Foram aplicados os testes estatisticos Exato de Fisher e ANOVA
(Andlise de Variancia) para 1 critério, para comparacéo entre as frequéncias e
as médias dos escores de cada grupo, respectivamente, observado possiveis
diferengas estatisticas significantes. Adicionalmente, foram realizadas as
Correlagbes de Spearman e Linear de Pearson, para verificar a possivel
existéncia de associacdes entre as variaveis estudadas nas amostras.

Em todos os testes, foi utilizado o software estatistico Bioestat 5.0
(AYRES ET AL., 2009), com nivel de significancia 5% e poder do Teste de 80%,
com a finalidade de garantir a deteccdo das diferencas estatisticamente

significantes.

2.5 EXTRACAO DE DNA DE TECIDO TUMORAL

Primeiramente as amostras de tecidos tumorais foram congelados em
nitrogénio liquido, macerados e posteriormente homogeneizados em tampéao
de extracdo e digeridos com proteinase K. Apds esta digestdo o DNA foi
extraido com fenol/cloroférmio e precipitado com etanol. O DNA foi dissolvido

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

De acordo com PAVARINO-BERTELLI ET AL. (2002), que classificam como
regido de hot spot aquela compreendida entre os éxons 4 e 10, foram
desenhados e sintetizados primers especificos para os éxons 4, 5, 7, 8, 9 e 10,
com o auxilio do Banco de Dados do MegaBlast (NCBI) e Primer3Plus (tabela
II). Ap6s a extracdo de amostras de DNA, foram feitas reagbes de PCR,
utilizando-se esses primers, realizando-se uma desnaturacéo inicial a 95°C por
5 minutos, seguida de ciclos repetidos por 35 vezes: desnaturacdo a 95°C por
1 minuto; anelamento dos iniciadores; extensdo a 72°C por 1 minuto, extensao

final a 72°C por 7 minutos.

2.7 ANALISE DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE FITA

SIMPLES (SSCP)

O produto das amplificagdes foi submetido a técnica descrita por ORITA
ET AL. (1989). Resumidamente, um volume de 5ul do produto final do PCR foi
adicionado a 4ul do corante; apés a desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, a
amostra foi transferida para gelo e posteriormente aplicada em gel de
poliacrilamida com concentracdo que variando de 8% a 10%, dependendo do
éxon a ser analisado (tabela IlI). A corrida foi realizada em tampdo BTE 1x
durante aproximadamente 4 a 12 horas com a voltagem de 100 V ou 240 V. O
gel foi corado com prata, de acordo com a técnica descrita por OTO ET AL.,

1993.
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Tabela Il: Sequéncia dos primers forward e reverse utilizados na amplificacéo dos éxons 4, 5,7, 8,9 e 10

por PCR.
Exon Sentido Sequéncia

4 Forward TTTCACCCATCTACAGTCCC
Reverse CATTGAAGTCTCATGGAAGC

5 Forward AACCAGCCCTGTCCGTCTC
Reverse TTCACTTGTGCCCTGACTT

7 Forward TGCTTGCCACAGGTCT
Reverse ACAGCAGGCAGTGT

8 Forward CCACCGCTTCTTGTCCTGC
Reverse CCTACTGCCTCTTTGCTTC

9 Forward AGGGTGCAGTTATGCCTCAG
Reverse ACTTGATAAGAGGTCC

10 Forward CTGAGGCACAAGAATCAC
Reverse TCCTATGGCTTTCCAACC
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3. RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZACAO IN SITU

As sondas utilizadas produziram sinais claramente detectaveis e de facil
interpretacdo. A utilizacdo de experimentos empregando-se duas sondas
simultaneamente permitiu um melhor controle acerca do comportamento do
cromossomo 17. Nas figuras 9 e 10 apresentamos imagens representativas
das hibridizacbes em nucleos interfasicos e em metafases encontradas em
alguns casos, respectivamente.

O numero de nudcleos analisados por caso variou de 120 a 200, de
acordo com o estado de cada uma das laminas empregadas nos experimentos
de hibridizacé@o in situ. As diferentes combina¢des de ndimeros de sinais em
cada nucleo e experimento foram agrupadas em trés classes diferentes, sendo
considerados normais 0s nucleos que apresentaram dois sinais de cada uma
das sondas utilizadas (Tabela IIl). A auséncia de um sinal foi considerada como
delecdo do segmento ou cromossomo em questao. A presenca demais de dois
sinais foi considerada como trissomia ou amplificacdo do segmento em
questéao.

Os resultados referentes ao gene TP53 e a sonda do centrébmero do
cromossomol7 indicaram uma pequena variagao de marcacgdes entre 0s casos
analisados. Os nucleos normais, com duas marcacdes de cada sonda, foram a
situagcdo com maior porcentagem em todos 0s casos, com exce¢ao dos casos
CSN114 (apenas 9%), CSN146 (36%) e 209 (7%). Nesses casos, as situacdes
mais comuns foram a presenca de dois cromossomos 17, mas delecédo de

copias do TP53 (CSN114) ou presenca de mais de duas coOpias do
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cromossomo 17 e duas cépias do TP53 (CSN 146) ou mais de duas cépias do
cromossomo 7, porém menos que duas copias do TP53 (CSN
209).Considerando as classes com nucleos com menos que dois sinais do
TP53 como delecdes permite considerar esse rearranjo como 0 mais
observado em todas as amostras, seguido de ganho do cromossomo 17

(presenca de mais de dois sinais da sonda centromeérica (Tabela Il1).

Tabela Ill: Ordenagéo dos dados obtidos do FISH interfasico para analises estatisticas

AMOSTRA | SEXO | IDADE | GRAU | TP53=2 | TP53 | TP53 COM CELS HISTOPATOLOGICO
<2 >2 ALTERADAS
5 F 9 | 91 8 1 9 ASTROCITOMA
PILOCITICO
108 M 20 | 77 19 4 23 ASTROCITOMA SUB-
EPENDIMARIO DE CELS
GIGANTES
116 F 3 | 68 31 1 32 ASTROCITOMA
PILOCITICO
10 F 12 1] 68 27 5 32 ASTROCITOMA FIBRILAR
209 M 32 Il 24 1 75 76 ASTROCITOMA FIBRILAR
31 F 55 11l 68 21 11 32 ASTROCITOMA
ANAPLASICO
88 F 63 11 44 33 23 56 OLIGOASTROCITOMA
ANAPLASICO
146 F 31 Il 37 42 21 63 ASTROCITOMA
ANAPLASICO
017 F 64 v 74 5 27 32 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
021 M 3 v 77 4 19 23 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
101 M 79 v 68 13 19 32 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
104 M 54 v 75 3 22 25 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
114 M 58 v 31 6 63 69 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
154 M 43 v 45 18 37 55 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME
14 F 68 v 60 32 8 40 GLIOBLASTOMA
MULTIFORME

3.2 ANALISES ESTATISTICAS

A Estatistica Descritiva esta apresentada no anexo Ill. A correlagédo
linear de Pearson, para dados paramétricos, verificou que nado existe
associacdo entre as variaveis estudadas para a amostra. E possivel afirmar

gue nestes casos, a idade em anos dos individuos nao se mostrou associada
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ao grau de malignidade, mesmo considerando a grande variacdo da amplitude

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

Figura 09 — Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas especificas para o lécus TP53
(vermelho) e o centrdmero do cromossomo 17 (verde). Ambos os nlcleos e a metafase apresentaram nimero normal

de marcagdes: duas do TP53 e duas do centrdmero do cromossomo 17.
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Monossomia do Cromossomo 17

Trissomia do Cromossomo 17

Delegdo do TP53 Normal

Delegao do TP53

Figura 10 — Imagem representativa de experimentos de FISH utilizando sondas especificas para o lécus TP53
(vermelho) e o centrémero do cromossomo 17 (verde), mostrando ndcleos normais, com delecdes do cromossomo 17
ou apenas do TP53, e trissomia do 17.

Para verificar o grau de associacdo de duas caracteristicas onde pelo
menos uma € mensurada a nivel ordinal, ou seja, se a variagcdo de uma delas
interfere no comportamento da outra, utilizamos a correlacdo de Spearman.
Observou-se uma correlacdo moderada, na qual as variaveis estdo
positivamente associadas, ou seja, quanto maior o numero de células com
amplificagéo, maior o grau de malignidade.

Em relacdo ao Teste Exato de Fisher para comparagdo entre as
frequéncias dos graus de malignidade de acordo com o sexo. p=0,6573, as

diferencas n&o foram significantes, e as freqiéncias séo iguais (figura 11).
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Figura 11: Gréafico mostrando a relacao entre os graus de malignidade e o0 sexo do paciente.

Os resultados da analise de variancia para comparacao entre as médias
de células em cada grupo sdo demonstradas nas figuras 12 a 15, comparando
dados como a percentagem de células normais em relacédo a idade (figura 12)
e percentagem de células normais ou alteradas em relacdo a malignidade

(figuras 13 a 15).



44

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

Média de células

20,00

10,00

0,00
GRAUSIEI GRAU IlI GRAU IV

Figura 12: Analise de Variancia comparando as médias de células normais de acordo com o
grau de malignidade.
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Figura 13: Analise de Variancia comparando as médias de células com alteracdes de acordo
com o grau de malignidade
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Figura 14: Andlise de Variancia da média de células com dele¢des do TP53 de acordo com o
grau de malignidade.
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Figura 15: Analise de Variancia da média de células com amplificacdes do TP53 de acordo
com o grau de malignidade.
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3.3 EXPERIMENTOS DE SSCP

De 15 amostras coletadas, doze apresentaram resultados positivos para
a analise de PCR-SSCP. Dessas, trés eram de baixa malignidade (CSNO10,
CSN108 e CSN116) e nove de alta malignidade (CSN0O14, CSN017, CSNO021,
CSNO031, CSN088, CSN101, CSN104, CSN146 e CSN154). Em todas elas,
foram analisados os exons 4, 5, 7, 8, 9 e 10, consideradas regides hot spot em
relacdo a mutacdes no gene TP53. As amostras CSN005, CSN146 e CSN209
nao apresentaram resultados positivos nas reagfes de PCR que permitissem
sua analise por PCR-SSCP.

Apenas trés éxons apresentaram indicios de alteracdes pela técnica de
PCR-SSCP nas amostras analisadas: 5,7 e 10 (Tabela VI). Essas alteracdes
foram observadas em gliomas com alto grau de malignidade (lll e IV), sendo
em dois glioblastomas multiformes (CSNO014, éxons 5 e 10; CSN101, éxon 5) e
dois astrocitomas anaplasicos de grau Ill (CSN0O31, éxons 5 e 7; CSN146, éxon
7) . Nenhuma amostra de baixa malignidade apresentou alteracdes nos éxons
analisados, assim como dois dos quatro glioblastomas multiformes analisados.

Nas figuras 16, 17, 18 e 19 mostramos o resultado dos geéis de
poliacrilamida para um éxon sem alteracdes em nenhuma das amostras (figura
16, éxon 4), e dos trés éxons que apresentaram alteracdes (éxons 5, 7 e 10

nas figuras 17, 18 e 19, respectivamente).
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Tabela IV: Resultado das analises por SSCP (amostras CSNOO5, CSN114 e CSN209 ndo foram incluidos na analise
por problemas técnicos).

CSN | GRAU HISTOPATOLOGICO Exons AlteragGes
116 I Astrocitoma Pilocitico 4,5,7,8,9,10 -
108 I Astrocitoma Sub-ependimdrio de Céls Gigantes 7,8 -
10 Il Astrocitoma Fibrilar 4,5,7,8,9,10 -
31 11 Astrocitoma Anaplasico 4,5,7,8,9,10 5e7
88 1] Oligo-astrocitoma Anapldsico -
146 11 Astrocitoma Anaplasico 4,5,7,8,9,10 7
14 v Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 5e10
17 v Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 -
21 v Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 -
101 v Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9 5
104 v Glioblastoma Multiforme -
154 v Glioblastoma Multiforme 4,5,7,8,9,10 -

CSN010 CSNO014 CSNO17 CSN021 CSNO031 CSN088 CSN101 CSN104 CSN7108 CSN116 CSN146 CSN154

ml

Figura 16 — Gel de poliacrilamida exemplificando um éxon sem altera¢cdes em nenhuma das amostras (éxon 4). As
amostras em itélico e sublinhadas correspondem aos tumores de graus | e I, enquanto o restante corresponde aos
graus lll e IV.
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CSN010 CSNO14 CSNO17 CSN021 CSN031 CSN088 CSN101 CSN104 CSN108 CSN116 CSN146 CSN154

—
.
. - - - b

Figura 17 — Gel de poliacrilamida do éxon 5. As amostras em itélico e sublinhadas correspondem aos tumores de graus
| e Il, enquanto o restante corresponde aos graus lll e IV. As amostras CSN014, CSN031 e CSN101 apresentaram
alterag8es no padréo de bandas (setas).

CSN010 CSNO014 CSNO17 CSN021 CSN031 CSN088 CSN101 CSN104 CSN108 CSN116 CSN146 CSN154

4

R

|

Figura 18 — Gel de poliacrilamida do éxon 7. As amostras em italico e sublinhadas correspondem aos tumores de
graus | e ll, enquanto o restante corresponde aos graus lll e IV. O padrdo de trés bandas foi observado em todas as
amostras, com excecéo da CSNO14 (seta) que apresentou uma banda extra.

CSN010 CSNO14 CSNO17 CSN021 CSNO031 CSN088 CSN101 CSN104 CSN708 CSN116 CSN146 CSN154

Py
!

Figura 19— Gel de poliacrilamida do éxon 10. As amostras em italico e sublinhadas correspondem aos tumores de
graus | e ll, enquanto o restante corresponde aos graus lll e IV. O padréo de trés bandas foi observado em todas as
amostras, com excecédo da CSNO014 (seta) que apresentou uma banda extra.
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3. DISCUSSAO

Os gliomas representam um grupo de neoplasias que tem origem em
células de sustentacdo do sistema de nervoso central e que representam a
grande maioria dos tumores encefalicos atingindo pacientes da terceira a
sétima décadas de vida, grande parte deles numa fase altamente produtiva,
cuja sobrevida pos-operatoria, esta relacionado a caracteristicas moleculares,
histoldgicas, idade e desempenho neurolégico (FELSBERG ET AL., 2009).

Em gliomas de baixo grau (I e Il) poucas alteracfes genéticas tém sido
identificadas. Trés grupos de alteracdes genéticas podem ser caracterizados
nestes tumores: 1) com mutacédo no TP53 e IDH1/2 (32%), estes mais comuns
nos astrocitomas difusos; 2) com LOH 1p19q e mutagéao no IDH1/2 (37%) mais
frequentes nos oligodendrogliomas; e 3) um grupo com somente mutagao no
IDH1/2 (17%). A maioria dos astrocitomas pilociticos s@o citogeneticamente
normais (Kim ET AL., 2010).

O projeto Cancer Genome Atlas tem revelado dados da expressédo do
MRNA e numeros de copias de DNA alterados em um numero significativo de
glioblastomas multiformes. A combinacédo de todas as dele¢cbes homozigotas,
amplificacBes focais e substituicbes de nucleotideos revelaram trés grandes
vias que afetam uma grande percetagem dos GBMs: 1) Via do receptor da
tirosina quinase (88%); 2) via do TP53 (87%); e 3) via de pRB (78%) (LINDA ET
AL, 2011). A via do TP53 é muito importante na apoptose, senescéncia e
parada do ciclo celular em resposta a lesdo do DNA.

A classificacdo atual dos gliomas € baseada em sua aparéncia

histologica, o que n&o é suficiente em muitas situacdes para definir com
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perfeicdo os subtipos destes tumores o que poderia ser melhorado se a
classificacao for baseada em similaridades do perfil de expresséo dos genes.

MutacBes podem ocorrer por todo o comprimento do gene TP53;
entretanto, mutac6es no segmento incluido entre os éxons 5 e 8 representam
94, 2% de todas as mutacdes somaticas registradas no banco de dados do
International Agency for Research on Cancer (PETITIEAN ET AL., 2007). No
presente estudo, incluimos a analise dos éxons 4 a 10 do gene TP53, através
da técnica de PCR-SSCP, com o intuito de detectar a ocorréncia de mutacoes.

Mutac6es podem ocorrer também como altera¢cdes no niumero de copias
do gene TP53, que podem ser perdidas por delecdo, ou amplificadas pela
ocorréncia do ganho de copias extras do cromossomo 17. As analises por FISH
interfasico revelaram a ocorréncia de ambos os casos — perdas ou ganhos de
cOpias — e as andlises estatisticas buscaram a existéncia de algum significado
dessas alteracbes com o grau de malignidade ou outra variavel importante,
como sexo, idade ou sobrevida dos pacientes.

Em relagéo a idade, a faixa etéria foi varidvel entre 3 e 79 anos com
uma mediana de 37.5. No cruzamento entre idade e células alteradas
concluimos que a idade em anos ndo se mostrou associada ao grau de
malignidade, ainda que considerando a grande amplitude total da amostra, o
gue vai de encontro a estudos de outros autores como LINDA ET AL (2011), e
OHGAKI e KLEIHUES (2009), nos quais o fator idade aponta pior progndsticos
para aqueles acima de 50 anos. Um fato de nossa casuistica que talvez tenha
levando a esta divergente conclusdo seria que das 14 amostras, dois casos
séo referentes a pacientes muito jovens de trés anos de idade, o que néo é

freqiente nas casuisticas em geral. STARK ET AL (2003) avaliaram 143
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pacientes portadores de glioblastoma multiforme, os quais foram divididos de
acordo com a idade (menos de 40 anos, entre 40 e 60 anos e acima de 60
anos), mensurando as proteinas p53, mdm-2 e EGFR, sendo observado que
a expresséao da p53 diminui conforme o aumento da idade enquanto as outras
proteinas aumentaram suas expressoes.

Segundo o Teste Exato de Fisher comparando a frequiéncia do grau de
malignidade com o sexo, verificou-se ndo haver importancia significativa.
Parece ndo haver hipoteses biolégicas que corroborem um substrato tedrico
necessario para o desenvolvimento de estudos mais especificos relativos a
relacdo do sexo nesta tematica.

Nucleos normais com duas marcacdes representam a maioria, exceto
em dois casos de GBM e um caso de astrocitoma grau Il. As delecdes
corresponderam a alteracdo numérica mais observada em todas as amostras,
seguido de amplificacdo. A aplicacdo do teste de Spearman revelou a
inexisténcia de correlacdo entre a percentagem de células com delecdo do
TP53 e a maior malignidade dos tumores. Entretanto, esta alteracdo foi
encontrada com maior freqiiéncia nos paciente portadores de astrocitomas de
grau intermediério (lll). Considerando todas as células alteradas, o grau lll foi
0 gque apresentou o maior nimero quando comparados aos graus |, Il e 1V,
valendo ressaltar que as alteracdes foram identificadas em todos os graus.
N&o ha explicacdo alicercada em hipo6teses bioldgicas que justifiquem essa
predominancia, devendo ser levado em conta o0 pequeno numero deste
subtipo histolégico na amostra estudada, o que pode ter produzido um viés

estatistico.
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As amostras classificadas como benignas (graus | e Il) se comportaram
como um grupo homogéneo tanto nas analises estatisticas (menor nimero de
alteracdes nas copias do gene TP53) como nas analises por PCR-SSC, na
qual ndo se detectaram polimorfismos relacionados a possiveis mutacdes
(apesar de, nessa técnica, apenas trés das cinco amostras benignas terem sido
analisadas, por problemas técnicos). Entretanto, a analise do historico dos
pacientes mostrou que, entre esses trés casos benignos, um permaneceu
benigno, enquanto dois evoluiram para malignidade no periodo observado.
Assim, aparentemente, a possibilidade de malignizacdo parece ser
independente de mutagdes no niumero de cépias ou nos éxons analisados do
TP53.

Apenas trés éxons apresentaram indicios de alteracdes pela técnica de
PCR-SSCP nas amostras analisadas: 5, 7 e 10. Essas alteragbes foram
observadas em gliomas com alto grau de malignidade (lll e IV), sendo dois
glioblastomas multiformes (CSNO14, éxons 5 e 10; CSN101, éxon 5) e dois
astrocitomas anaplasicos de grau Ill (CSN031, éxons 5 e 7; CSN146, éxon 7).
Apesar disso, 0s pacientes do grupo de tumores malignos evoluiram todos para
Obito num tempo maximo de 16 meses, ap0Os tratamento cirlrgico, radio e
quimioterapico. Entretanto, aqueles onde foram observadas alteracdes,
corresponderam aos pacientes de menor sobrevida apds tratamentos,
permitindo uma associacdo entre a presenca de mutacdes nos exons 5, 7 e 10
com uma maior agressividade tumoral. Com excecédo do éxon 10, os éxons que
apresentaram mutacdes estdo contidos na regido onde mais de 90% das
mutacOes desse gene estdo localizadas (PETITIEAN ET AL., 2007). Uma menor

sobrevida em pacientes apresentando muta¢gdes nos éxons de 5 a 8 também
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foi observada em casos de tumores de ovéario (WEN ET AL., 2000), o que reforca
a maior agressividade de tumores com alteracdes na sequéncia de
nucleotideos do gene TP53.
No trabalho de VON DEIMLING ET AL (1994) foi avaliado o gene TP53 em
22 astrocitomas grau Il e lll, sendo observadas mutagdes em trés dos oito
tumores grau Il e em quatro dos quatorze grau lll, concluindo que mutacdes
neste gene nao séo restritas aos grau IV, corroborando com a afirmacéao de
que alteracdes da via p53 sdo um evento genético precoce na génese deste
tipo de tumor, o que também foi demonstrado em nosso estudo.

Um outro estudo (Louis E CAVENEE, 2003) revisou a biologia molecular
dos tumores do SNC onde observaram que as alteracées no gene TP53 estéo
presentes em estagios precoces da tumorigénese dos astrocitomas em
aproximadamente 30% dos casos, também em concordancia com nossos
resultados, sugerindo que a inativagcdo desta molécula € importante na
formacao e evolugéo de tumores de baixo grau.

Um aspecto interessante que pode justificar resultados divergentes em
trabalhos de varios autores é que a expressdo da p53 pode ser diferente em
populacbes distintas, dependendo da area geografica estudada, o que pode
acontecer por existirem diversos fatores mutagénicos ambientais em diversas
regides do mundo (SHIELDS E HARRIS, 1991). Como exemplo, um estudo
genético de DAs ET AL (2002) avaliou a incidéncia de GBM na populacéo
asiatica, haja visto que a incidéncia desta patologia na populacdo de Cingapura
era apenas de 25% entre as neoplasias primarias do SNC, bem menor do que
a média mundial de 40 a 60%. Neste estudo foram analisados os genes EGFR,

MDM-2, PDGRF-ALFA, a proteina p53 e o gene TP53 em 39 pacientes
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asiaticos portadores de GBM, e os resultados sugeriram que ambas as vias
genéticas, tanto para GBM primarios quanto para secundario estavam
presentes na maioria dos tumores, sugerindo um modelo de carcinogénese do
GBM diferente da populagdo mundial.

A deteccdo de modificacbes tanto no numero de cépias como na
sequéncia do gene TP53 no presente estudo, e em varios outros estudos
realizados ndo s6é com tumores de sistema nervoso central, mostra que a
importancia de alteracdes nesse gene, e consequentemente na proteina TP53,
é fundamental no processo de carcinogénese. Entretanto, mesmo com o
grande numero de estudos, com diferentes metodologias e diferentes tipos
tumorais, ainda ndo se foi obtido uma definicdo da relagdo entre as distintas
alteracdes do gene TP53 e 0 estadiamento ou agressividade tumoral. Apesar
da sugestdo de KLEIHUES E CAVENEE (2000) de que a classificacdo de tumores
de sistema nervoso central deva incluir aspectos relacionados com alteracdes
no TP53, até o momento ndo ha uma compilacdo de dados referentes a essas
alteracbes que associem indubitavelmente certos tipos de alteracbes com

determinados tipos tumorais ou graus de malignidade.
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4, CONCLUSOES
- Alteracbes no numero de coOpias do gene TP53 foram encontradas em
amostras correspondendo a todos os graus de malignidade, sugerindo uma

participacdo dessas alteragbes desde o inicio do processo de malignizacgéo.

- Tumores de grau Ill apresentaram a maior frequéncia de alteracdes
numéricas do gene TP53, sugerindo uma via de malignizacao alternativa entre

graus lll e IV.

- N&o houve correspondéncia entre alteragdes no nimero de cépias do gene

TP53 e 0 sexo, idade ou grau de malignidade tumoral em gliomas.

- Os éxons 5, 7 e 10 apresentaram-se polimérficos na amostra. Ndo houve
correlacao entre alteragbes nesses exons e malignidade tumoral. Entretanto, as
amostras polimérficas corresponderam a pacientes com menor tempo de
sobrevida apés o tratamento, sugerindo uma ligacdo entre a presenca dessas

alteracdes e a agressividade tumoral.
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ANEXO II: TEFMO DE LIVEE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

& Universidade Federal do Para, em colaboragio com o Hospital Universitado Jodo de Barres Bamreto -
HUJSB, estd deservcivends uma pesquisa gue permifra conhecer melhor os mecanismos gue ocasionam o
deservolvimento de tumores do sistema nesvoso, afraves da identificagdo das alteragdes genéticas associadas ao
quadra clinico do paciente & sxame histopatologico. Estes estudos =30 realizados em pequencs fragmentos de
tecido estomacal remaovido paor cirurgia ou por exame endoscopico @ oferecem novas possibilidades de diagnosticn.

Vooe esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagnostico elou fratamento de
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E mecessdrio esdarecddo (3) que nio existem bensficios ow direfios financeiros a receber solire os
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Anexo lll: Estatistica Descritiva

EM RELACAO A IDADE

Tamanho da amostra = 14

Minimo 3.00

Maximo 79.00
Amplitude Total 76.00
Mediana 37.50
Média Aritmética 38.29
Variancia 678.99
Desvio Padréo 26.06
Erro Padréao 6.96

Coeficiente de Variacdo68.06%

EM RELACAO AO NUMERO DE CELULAS NORMAIS

Tamanho da amostra = 14

Minimo 24.00

Maximo 91.00
Amplitude Total 67.00
Mediana 68.00
Média Aritmética 62.57
Variancia 340.73
Desvio Padréo 18.46
Erro Padrao 4.9333

Coeficiente de Variacdo29.50%

EM RELACAO AO NUMERO DE CELULAS COM ALTERAGOES

Tamanho da amostra = 14
Minimo 9.00

Maximo 76.00
Amplitude Total 67.00
Mediana 32.00
Média Aritmética 37.86
Variancia 332.75
Desvio Padrao 18.24
Erro Padréao 4.88

Coeficiente de Variacdo48.18%

EM RELACAO AO NUMERO DE CELULAS COM DELECAO

Tamanho da amostra = 14
Minimo 1.00

Maximo 42.00
Amplitude Total 41.00
Mediana 18.50
Média Aritmética 18.36
Variancia 173.79
Desvio Padrao 13.18
Erro Padréao 3.52

Coeficiente de Variacdo71.81%

EM RELACAO AO NUMERO DE CELULAS COM AMPLIFICACAO

Tamanho da amostra = 14
Minimo 1.00
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Maximo 75.00
Amplitude Total 74.00
Mediana 19.00
Média Aritmética 19.50
Variancia 369.50
Desvio Padréao 19.22
Erro Padrao 5.14

Coeficiente de Varia¢gdo98.58%
CORRELACAO LINEAR DE PEARSON (PARA DADOS PARAMETRICOS)

IDADE E NUMERO DE CELULAS NORMAIS
r (Pearson) = -0.2124 y
p = 0.4659 (SEM CORRELACAO)

IDADE E NUMERO DE CELULAS ALTERADAS
r (Pearson) = 0.2399 _
p = 0.4087 (SEM CORRELACAO)

IDADE E CELULAS COM DELECAO
r (Pearson) = 0.0154 B
p = 0.9584 (SEM CORRELACAO)

IDADE E CELULAS COM AMPLIFICACAO
r (Pearson) = 0.2172
p = 0.4558

CORRELACAO DE SPEARMAN (PARA DADOS ORDINAIS, n&o
normalmente)

GRAU DE MALIGNIDADE E NUMERO DE CELULAS NORMAIS
rs =-0,0878 B
p = 0,7659 (SEM CORRELACAO)

GRAU DE MALIGNIDADE E NUMERO DE CELULAS COM ALTERAC}C)ES
rs =0,1385 B
p = 0,6368 (SEM CORRELACAO)

GRAU DE MALIGNIDADE E NUMERO DE CELULAS COM DELECAO
rs =-0.2174 _
p = 0,4553 (SEM CORRELACAO)

GRAU DE MALIGNIDADE E NUMERO DE CELULAS COM AMPLIFICACAO
n (pares) = 14

r=0,5562

p = 0,0388 (CORRELACAO MODERADA POSITIVA)
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PARA COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DE CELULAS EM CADA GRUPO

EM RELACAO AS CELULAS NORMAIS

GRAUS I E I GRAU Il GRAU IV
91 68 60
77 44 74
68 37 77
68 68
24 75
45
Média=65,60 Média=50,00 Média=66,50

F=0,9256; p=0,5724

EM RELACAO AS CELULAS ALTERADAS

GRAUS I E Il GRAU Il GRAU IV
9 32 40
23 56 32
32 63 23
32 32
25
55
Média=24,00 Média=50,33 Média=34,50

F=8,2352; p=0,00095

Teste de Tukey para comparar as médias individualmente
Graus l e Il # Grau lll: p < 0,05

Graus | e lll = Grau IV: p < 0,05

Grau Il # GraulV: p<0,05

EM RELACAO AS CELULAS COM DELECAO

GRAUS I E I GRAU Il GRAU IV
8 21 32
19 33 5
31 42 4
27 13
1 3
18
Média=17,20 Média=32,00 Média=12,50

F=4,4681; p=0,0373

Teste de Tukey para comparar as médias individualmente
Graus l e Il # Grau lll: p < 0,05

Graus | e lll = Grau IV: p < 0,05

Grau Il # GraulV: p<0,05

EM RELACAO AS CELULAS COM AMPLIFICACAO

GRAUS I E I GRAU Il GRAU IV
1 11 8
4 23 27
1 21 19
5 19
22
37
Média=2,75 Média=18,33 Média=22,00

F=8,2844; p=0,0078

Teste de Tukey para comparar as médias individualmente
Graus l e Il # Grau lll: p < 0,05

Graus |l e lll = Grau IV: p < 0,05

Grau Il # GraulV:p<0,05
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