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RESUMO

O cancer se caracteriza pela a r4pida proliferacdo de células anormais que crescem
além dos seus limites habituais, podendo invadir partes adjacentes ou a distancia. O
cancer do SNC representa 2% de todas as neoplasias no mundo, sendo ligeiramente
mais alta em homens que em mulheres. As mitocondrias, responsaveis pela producao
da maior parte do ATP celular através da oxidacdo fosforilativa (OXPHOS), pode
também atuar através da glicdlise com a mesma finalidade, ndo necessitando
exclusivamente de oxigénio. Esta opcdo é caracteristica das células cancerosas,
conhecida como efeito Warburg. Uma hipGtese para explicar essa alteracao
metabolica pode estar relacionada aos defeitos no DNA mitocondrial (mtDNA)
causados pela OXPHOS, onde essas mutac¢des podem induzir as células cancerosas
a glicolise. Foram analisadas oito regiées do mtDNA (D-LOOP, ND1, ND3, CO I, CO
II, CO lll, ATPase 6 e ATPase 8) em tecidos neoplasicos de pacientes acometidos por
cancer de células da glia na populacao paraense, relacionando os dados obtidos com
as caracteristicas clinicas e patoldgicas dos pacientes. Dentre as alteracdes
encontradas, as do complexo | parecer ser determinantes para a progressao dos
tumores de alto grau, assim como, as alteragcdes indel parecem comprometer
estruturas importantes para a OXPHOS. As dele¢cbes 4977 pb, quando associadas a
outras alteracdbes no ND1/ND3 ou a heteroplasmias, sugerem mau prognostico,
porém, parecem ter uma reducao no risco quando as alteracdes nos ND1 e ND3 sdo

simultaneas.

Palavras-chave: glioma; mtDNA; delecdo 4977 pb; ND1; ND3; GBM;



ABSTRACT

Cancer is characterized by fast abnormal cells proliferation which grow beyond their
normal limits and may invade adjacent or distant tissue. Cancer CNS represents 2%
of all cancers in the world, being slightly higher in men than in women. Mitochondria
are responsible for producing most of the cellular ATP by oxidative phosphorylation
(OXPHOS), may also act through glycolysis for same purpose, not requiring only
oxygen. This option is a particular cancer cell property, also known as the Warburg
effect. One hypothesis to explain this metabolic change may be related to
mitochondrial DNA (mtDNA) defects caused by OXPHOS where these mutations can
lead cancer cells to glycolysis. Eight mtDNA regions (D-LOOP, ND1, ND3, CO I, CO Il
CO Ill, ATPase 6 and ATPase 8) were analyzed in patients’ neoplastic tissues with
glial cell cancer in Para population, relating the data with the pathological and clinical
characteristics of the patients. Among the changes found, the complex | seem to be
decisive for the progression of high-grade tumors, as well as changes indel seem
compromising important structures for OXPHOS. Deletions 4977 bp, when combined
with other changes in ND1 / ND3 or heteroplasmias suggest poor prognosis, however,

seem to have a reduced risk when changes in ND1 and ND3 are simultaneous.

Keywords: glioma; mtDNA; 4977 pb deletions; ND1; ND3; GBM.
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1. INTRODUCAO

O interesse na doencga neoplésica maligna tem crescido consideravelmente
em razao do controle progressivo das doencas infecciosas, resultante de medidas

sanitarias como vacinacao e terapias antibioticas (IARC, 2016).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI),
cancer € o nome dado a um conjunto de doengas relacionadas, ou seja, que
compartilham caracteristicas tipicas (NCI, 2016). Segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), sdo doencas que tém em comum 0O crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e O6rgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regiées do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células
tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagéao de tumores

(acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas (INCA, 2016).

Pode ser causado tanto por fatores externos ao organismo, como
substancias quimicas, irradiacdo, virus, etc. quanto por fatores internos, como
hormonios, condi¢cdes imunoldgicas e mutagcbes genéticas (HANAHAN; WEINBERG,
2000). Os fatores causais podem agir em conjunto ou em sequéncia para iniciar e/ou
promover o processo carcinogénico (HODGSON; FOULKES; MAHER, 2007). Em
geral, dez ou mais anos se passam entre exposi¢coes ou mutacdes e a deteccao do
cancer e, na maioria das vezes, o cancer nao é hereditario (INCA, 2016). No entanto,
existem alguns fatores genéticos que tornam determinadas pessoas mais sensiveis a
acao dos carcind6genos ambientais, o que explica por que algumas delas desenvolvem

cancer e outras ndo, quando expostas a um mesmo carcindégeno (INCA, 2016).

Uma caracteristica definidora de cancer € a rapida proliferacdo de células
anormais que crescem além de seus limites habituais, e que podem entdo invadir
partes adjacentes do tecido e se espalhar para outros 6rgaos. Este processo é referido

como metastase, sendo estas a principal causa de morte por cancer (WHO, 2016).

Segundo o INCA (2016), o processo de carcinogénese, geralmente, ocorre
de modo lento e progressivo, podendo levar de alguns meses a varios anos para que
uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel. Esse processo (figura

1) passa por varios estagios antes de chegar ao tumor (Liu et al., 2015). Sao eles:
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e Estagio de iniciacdo: é o primeiro estagio da carcinogénese. Neste
processo irreversivel, as células sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou
carcindgenos (agentes iniciadores) que provocam modificacdes em alguns de seus
genes. Nesta fase as células se encontram, geneticamente alteradas, porém ainda
nao € possivel se detectar um tumor clinicamente. Existe uma correlacéo linear entre
a dose do agente iniciador e a quantidade de células tumorais formadas, ou seja,
guanto maior a exposi¢ao, maior o risco de carcinogénese.

e Estagio de promocao: € o segundo estagio da carcinogénese. Nele, as
células geneticamente alteradas, ou seja, "iniciadas”, sofrem o efeito dos agentes
cancerigenos classificados como oncopromotores, que Sa0 compostos que
promovem a expansdo clonal das células previamente iniciadas. A célula iniciada é
transformada em maligna, de forma lenta e gradual devido a um longo e continuado
contato com o agente cancerigeno promotor. A suspensado do contato com agentes
promotores muitas vezes interrompe 0 processo nesse estagio.

e Estagio de progressao: € o terceiro e Ultimo estagio e se caracteriza
pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células alteradas, havendo uma
série de transformacdes que levam um tumor benigno a formar um maligno. Este
estagio € associado com alteracbes cariotipicas e com mudancas na taxa de
crescimento celular, aumento no grau de invasdo tumoral e metastase além de

alteracdes na bioguimica e na morfologia celular.

Mecanismo de carcinogénese

Avaliacdo do efeito terapéutico
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Figura 1: Processo de carcinogénese. Fonte: Adaptado de Liu et al., (2015).
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Os fatores que promovem a iniciacdo ou progressao da carcinogénese séao
chamados agentes oncoaceleradores ou carcindgenos (WCR, 2008; SASTRE-
PERONA; SANTISTEBAN, 2012).

Segundo o INCA, no Brasil, a estimativa de neoplasias malignas (exceto
pele ndo melanoma) para o ano de 2016 é de 596.000 casos, sendo 295.200 homens
e 300.870 mulheres. As taxas brutas por 100 mil habitantes séo de 81,66 homens e
91,98 mulheres. No Para, a estimativa é de 4.700 novos casos em homens, e 4.500
em mulheres, o que confere uma taxa bruta de 115,66 e 112,58 para cada 100 mil

habitantes, respectivamente (Figura 2).

Préstata

Estomago Homens Mulheres

Traqueia, Brénquio e Pulméo
Cdlon e Reto

Cavidade Oral

Leucemias
Linfoma nao Hodgkin

Bexiga M cia
Laringe

Estado Estado

B capital

Sisterna Nervoso Central
Esiifago

Gldndula Tireoide
Linforna de Hodgkin
Pele Melanoma

Corpo do Utero

Ovério

Colo do Utero

- 52,90
Mama Feminina '

160,00 140,00 120,00 100,00 8000 60,00 40,00 2000 000 2000 40,00 6000 80,00 100,00 120,00 140,00 160,00
Taxa Bruta
Figura 2: Estimativa de neoplasias malignas para 2016 no Estado do Para. Fonte: INCA, 2016.

Um dos mecanismos envolvidos na carcinogénese que é extensivamente
estudado é a metilacdo do 5° carbono do nucleotideo citosina. Esse processo da
origem a 5-metilcitosina (5mc) através da adicdo de um grupo metil (CH3) nesse
atomo. O grupo metil da 5mc esté localizado no sulco principal da dupla hélice e pode
interferir na ligacédo dos fatores de transcricdo impedindo, deste modo, a transcricao
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do gene. Além disso, existe uma classe de proteinas ligantes de DNA metilado
(MECP2) e a familia de proteinas MBD que se ligam as citosinas metiladas e, também,
reprimem a transcricédo através do bloqueio dos fatores de transcricdo (VIRANI et al.,
2012). Trata-se de um mecanismo fisiolégico que garante a “identidade funcional” de
cada célula (BIRD, 2002). No cancer, a metilagdo est4 gravemente desregulada, com
padrbes aberrantes que pode ir desde a hipometilacdo de oncogenes até a
hipermetilacdo de genes supressores de tumor (JOHNSTONE, 2002;
OBERDOERFFER; SINCLAIR, 2007; VIRANI et al., 2012; ZHANG; COOPER;
BROCKDORFF, 2016).

Apesar do genoma estar globalmente hipometilado no céncer, algumas
regides estao hipermetiladas. O mecanismo através do qual este fendmeno se da pela
superexpressao da familia de enzimas da DNA-metiltransferase (DNMT), a qual age
como doador de metil a citosina. Apesar de cinco membros da familia da DNMT terem
sido descritos, somente a DNMT1, DNMT3a e DNMT3b parecem contribuir para os
padrées de metilacdo de citosina (KULIS; ESTELLER, 2010). As histonas também
desempenham um importante papel na regulacdo da transcricdo remodelando a
cromatina, visando expor ou ocultar as regides promotoras dos genes. A metilagao
ocorre nos residuos de arginina e lisina, precisamente nas caudas da proteinas H3 e
H4. A proteina-chave envolvida no controle de células-tronco é a EZH2 (enhancer of
Zeste 2), uma K-metiltransferase que catalisa a trimetilacdo da H3K27 resultando na
H3K27me3. O “marcador’” H3K27me3 esta normalmente envolvido no silenciamento
de genes relacionados ao desenvolvimento e diferenciacao de células-tronco (ALDIRI,
VETTER, 2012; SNOWDEN et al., 2002). Ao contrario de metilacédo, a acetilacdo da
histona esta fortemente associada com a ativacdo transcricional. Essas alteracdes
dindmicas no estado da cromatina sédo controladas pela histona acetiltransferase
(HAT) e histona desacetilase (HDAC), onde a HAT catalisa a adicdo do grupo acetil
na lisina da histona atraves da acetil coenzima A como cofator e induz uma abertura
ou estado permissivo na cromatina. As HDAC, por sua vez, removem esse grupo acetil
e induz a cromatima ao fechamento ou estado repressivo (ROTH et al., 2001; VIRANI
et al., 2012; ZHANG; COOPER; BROCKDORFF, 2016).
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1.1. CANCER DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O cancer do sistema nervoso central (SNC) representa, na populacéo
mundial, aproximadamente, 2% de todas as neoplasias malignas, sendo o 14° mais
frequente nos homens, com risco estimado de 3,9/100 mil e o 15° entre as mulheres,
com risco de 3/100 mil. As maiores taxas de incidéncia encontram-se nos paises da
Europa, apesar disso, as proporcdes nao diferem de maneira significativa dos demais
continentes (INCA, 2016).

No Brasil, a incidéncia de tumores cerebrais primarios estimada para este
ano é de 10.270 diagndsticos, sendo 420 destes na regido Norte (Tabela 1). No Par4,
a estimativa é de 1,93 por 100 mil homens e 1,69 por 100 mil mulheres. Mesmo
representando cerca de 2% de todos os tumores primarios em adultos e 23% dos
casos de cancer infantil, as taxas de incidéncia ndo apresentam grandes variacdes
geograficas (DAS; RAIZER; MURO, 2008; MARIE; SHINJO, 2011).

Tabela 1: Estimativas para o ano de 2016 de novos casos de cancer (fonte: INCA, 2016).

Localizac&o Priméaria Norte Nordeste ng;g' Sul Sudeste
Préstata 2.470 14.290 5.050 13.590 25.800
Mama Feminina 1.810 11.190 4.230 10.970 29.760
Colo do Utero 1.970 5.630 1.560 2.240 4.940
gﬁgﬁﬁa Bronquio e 1.090 4.790 1.810 8.040 12.490
Célon e Reto 920 4.470 2.330 6.610 19.950
Estbmago 1.450 4.880 1.340 3.720 9.130
Cavidade Oral 450 3.070 890 2.750 8.330
Laringe 330 1.740 510 1.750 3.020
Bexiga 460 1.310 600 1.860 5.440
Esb6fago 290 1.880 700 3.170 4.770
Ovario 250 1.420 530 990 2.960
Linfoma de Hodgkin 180 450 210 660 970
Linfoma ndo Hodgkin 400 1.770 660 2.060 5.350
Glandula Tireoide 350 2.270 400 1.100 2.840
Sistema Nervoso 420 2.210 700 2.730 4.210

Central
Leucemias 560 2.280 600 2.200 4.430
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Corpo do Utero 230 1.320 450 770 4.180
Pele Melanoma 160 940 360 1.950 2.260
Outras Localizac6es 3.400 16.800 5.150 31.170 43.170
Subtotal 17.190 82.710 28.080 98.330 194.000
Pele ndo Melanoma 4.300 24.470 16.350 33.550 97.090
TOTAL 21.490 107.180 44.430 131.880 291.090

A incidéncia dos tumores do SNC é ligeiramente mais alta em homens em
comparacdo as mulheres e, quanto mais alto o nivel socioeconémico, maiores as

taxas de incidéncia deste tipo de tumor (INCA, 2014).

Os tumores cerebrais normalmente ficam limitados ao proprio cérebro e
raramente se espalham para outras partes do corpo. Grande parte desses tumores
origina-se no cérebro, nervos cranianos e meninges, sendo os gliomas, 0s tumores
cerebrais primarios sao originados de células neurais especializadas, as glias, o tipo
mais frequente, representando cerca de 40% a 60% de todos os tumores primarios de
SNC (GOMEZ-NICOLA et al., 2011). Os meningiomas (20% a 35%) e os
neurilemomas (5% a 10%) representam, somados, de 25% a 45% dos tumores de
SNC. Os adenomas de hipofise, meduloblastomas, tumores de medula espinhal e
neuroenddcrinos, somados, ndo chegam a 3% de todos os tumores do SNC (INCA,
2016).

Em relacdo a distribuicdo e ao tipo histolégico de tumores cerebrais, é
sabido que estes diferem em criancas e adultos. Em criangas, os tumores cerebrais
mais frequentes surgem a partir da fossa posterior do cranio, onde o0s tipos
histol6égicos mais comuns sao meduloblastomas, espongioblastomas (incluindo
astrocitoma cerebelar e glioma do nervo Optico) e ependimomas. Ja nos adultos, os

tumores cerebrais mais comuns s&o meningiomas e gliomas (WCR, 2008).
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Gliomas (Tabela 2) sdo tumores do sistema nervoso que se desenvolvem

a partir de células da glia. A glia € uma unidade formada por varios tipos celulares e

tem como principal fun¢éo dar suporte nutricional, sanguineo, estrutural e de defesa
aos neurdnios (KIRCHES et al., 2001; MONTANINI et al., 2005). Essas células se

encontram ao redor dos neurdnios assim como em meio aos axdnios neuronais. A

maior parte das células gliais, em termos quantitativos, pode ser encontrada na

substancia branca encefalica (VERKHRATKY; BUTT, 2007).

Tabela 2: Tumores do gliais SNC e suas graduac¢6es de acordo com a OMS.

TUMORES DE ORIGEM GLIAL

Tumores astrociticos difusos e oligodendrogliais
Astrocitoma difuso, IDH-mutante

Astrocitoma anaplasico, IDH-mutante

Glioblastoma, IDH-selvagem

Glioblastomas, IDH-mutante

Glioma difuso de linha média, H3 K27M-mutante
Oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p/19q codeletados
Oligodendroglioma anaplasico, IDH-mutante e 1p/19q
codeletados

Outros tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma subependimario de células gigantes
Xantoastrocitoma pleomoérfico

Xantoastrocitoma pleomorfico anaplasico

Tumores ependimarios

Subependimoma

Ependimoma mixopapilar

Ependimoma

Ependimoma, RELA fusdo-positiva

Ependimoma anaplasico

Outros gliomas

Glioma angiocéntrico

Glioma coroide do 3° ventriculo

Grau
Il
11
v
v
v
Il
11

Il
[I'ou Il
1

Fonte: adaptado de Louis et al., 2016.
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Além da idade, fatores como etnia, género (KIRCHES et al., 2001) e
ocupacdo (WCR, 2008) podem ser considerados de risco para o surgimento de

gliomas.

Gliomas sdo duas vezes mais frequentes em afro-americanos que em
caucasoides e, de acordo com DAS (2008), no leste europeu, América do Norte e
Australia surgem de 6 a 11 novos casos de cancer do sistema nervoso (CSN) a cada
100 mil pessoas todo ano em homens e de 4 a 11 em mulheres nos mesmos modos.
No mesmo estudo o autor revela um alto risco de desenvolvimento de tumores
cerebrais em certas ocupacdes, dentre as quais existe uma alta incidéncia de gliomas
em anatomistas, patologistas e embalsamadores, o que sugere relagcdo com o
formaldeido. Marie e Shinjo (2011) apontam o risco de desenvolvimento de glioma
relacionado ao uso de plasticos, latex e produtos de arsénio, mercurio e petroleo. O
INCA, em seu relatério anual denominado Vigilancia do Cancer Relacionado ao
Trabalho e ao Ambiente (2016), também relaciona a doenca neoplasica cerebral ao
risco ocupacional e lista fatores como exposicao a radiacdo solar, benzeno, xileno,
tolueno, amianto, silica e radiacéo ionizante. Por outro lado, ndo ha indicativos que o
uso prolongado de telefone celular aumente o risco de desenvolver cancer do sistema
nervoso (ICHIKAWA et al., 2016; VIGNESWARAN; NEILL; HADJIPANAYIS, 2015;
YUSOFF et al., 2015).

Outros estudos mostram que casos de sindrome familial oncolégica estédo
associados a ocorréncia de gliomas, uma vez que, membros de familias de pacientes
com glioma podem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento deste tipo tumoral do que
a populacdo em geral (LOUIS et al., 2007; YUSSOF et al., 2015). E relatado um alto
risco de incidéncia familial em astrocitomas, porém esse risco é nulo para outro tipo
histoldgico de tumor cerebral (MALMER et al., 1999). Ja outros trabalhos sugerem que
a incidéncia familial ocorre em aproximadamente 5% dos casos de glioma e destes,
1% tem a probabilidade de heranca autossémica dominante (ICHIKAWA et al., 2016;
ZHANG; YU, 2011).
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Tabela 3: Classificacdo dos Astrocitomas e estimativa de sobrevida.

Nome Graduagéo Sobrevida
Astrocitoma difuso Grau I > 5 anos
de baixo grau
Astrocitoma Grau Il 2a5anos
anaplésico
Glioblastoma Grau IV <1 ano
multiforme

Fonte: Adaptado de WCR (2008).

Em trabalho recente, Louis et al (2016) propuseram uma classificacao de
tumores do sistema nervoso humano baseada em entidades histologicas, variantes e
padrées moleculares recentemente reconhecidos (figura 3), dos quais, os de origem

glial estdo descritos abaixo:

Glioma Difuso — Na nova classificacdo os gliomas difusos incluem os
tumores astrociticos grau Il e Ill da OMS, os oligodendrogliomas de grau Il e lll, os
glioblastomas de grau IV, assim como os ja relatados gliomas difusos da infancia.
Sumariamente, astrocitomas difusos e oligodendrogliomas agora pertencem ao
mesmo grupo por serem nosologicamente mais semelhantes entre si do que o0s
primeiros com os astrocitomas pilocitico, como descrito na tltima classificacao (LOUIS
et al., 2016; PERRY; WESSELING, 2016).

Astrocitoma Difuso e Anaplasico — Atualmente, os astrocitomas difusos
(grau Il) e os anaplasicos (grau lll) sédo segregados, cada um, como IDH-selvagem e
IDH-mutante e em categorias nao especificadas (not otherwise specified/NOS
designations). O diagnoéstico destes tipos tumorais utiliza ferramentas histolégicas e
moleculares e levanta também a possibilidade de resultados discordantes, mas
somente quando baseada em apenas um desses dois aspectos (LOUIS et al., 2016;
PERRY; WESSELING, 2016; YEUNG et al., 2014).

Astrocitoma é genericamente denominado como um tumor originario de
células gliais, particularmente astrocitos, sendo o mais frequente tumor cerebral
(MARIE; SHINJO, 2011), e constituindo aproximadamente 75% dos casos de gliomas
(ZHANG; YU, 2011). O tumor astrocitico, em particular, causa um aumento anatdémico
caracteristico nos hemisférios cerebrais dos pacientes, cuja média etaria prevalente é
de aproximadamente 37 anos (DAS; RAIZER; MURO, 2008; ZHANG; YU, 2011).
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Os tumores astrociticos sé@o classificados seguindo seu estadiamento,
avaliando o grau de malignidade a ser julgado conforme suas caracteristicas
histoldgicas e alteracdes genéticas, além de taxa de crescimento e a probabilidade de
se infiltrar para o tecido cerebral proximo (Tabela 3) (DAS; RAIZER; MURO, 2008;
YUSSOF et al., 2015).

Glioblastoma — E 0 mais maligno e o de mais rapido crescimento dentre
0s astrocitomas. Muitos tipos celulares diferentes podem ser observados através de
microscopia no local do tumor, inclusive astrdcitos e oligodendrécitos. Areas de
necrose também podem ser observadas no centro do tumor. E capaz de invadir
rapidamente o tecido cerebral normal. Apresentam proliferacdo vascular e necrose e,
pelo fato de serem potencialmente resistentes a radio e quimioterapia, 0s pacientes
tém uma sobrevida de menos de 12 meses (LOUIS et al., 2016; MASUI; MISCHEL,;
REIFENBERGER, 2016; PERRY; WESSELING, 2016; YEUNG et al., 2016; YUSSOF
et al., 2015).

Os Glioblastomas Multiformes (GBM) séo altamente invasivos e os padrdes
de infiltracdo celular correspondem a reaquisicdo do comportamento migratério
primitivo das células neoplésicas durante o desenvolvimento do cancer de SNC. Estas
células migram através do parénquima normal, aderem firmemente abaixo da margem
pial, cercam neurdnios e vasos (satelitose perineuronal e perivascular) e migram
através de trilhos da substancia branca (KIRCHES et al., 2001; LOUIS et al., 2016;
MASUI; MISCHEL; REIFENBERGER, 2016; MONTANINI et al.,, 2005; OLAR;
ALDAPE, 2014; PERRY; WESSELING, 2016; YEUNG et al., 2016).

O sistema imunolégico em pacientes com GBM se mostra altamente
suprimido, dificultando respostas antitumorais. GBM s&o altamente recorrentes
mesmo apos cirurgias, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, recidivando ou
desenvolvendo-se como GBM secundario. Os GBM secundarios sdo tumores mais
raros histologicamente indistinguiveis dos primarios sendo esta denominacéo utilizada
de acordo com a origem do tumor. Os GBM secundéarios originam-se de um
astrocitoma pré-existente de baixo grau enquanto que 0s primarios ja surgem como
tal (também chamados de “de novo”), ou seja, como tumores de alta malignidade
(CHENG; HOU; MATTSON, 2010; GOMEZ-NICOLA et al., 2011).

Os genes IDH (1 e 2) sao responsaveis por codificar enzimas

homodiméricas as quais sdo envolvidas em diversos processos celulares, incluindo
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adaptacao a hipdxia, desmetilacdo da histona e modificagdes no DNA (MEDEIROS et
al., 2016). A proteina IDH2 € um componente critico do Ciclo de Krebs (ou ciclo do
acido tricarboxilico — TCA). As duas proteinas, IDH1 e IDH2 s&o responsaveis por
catalisar a descarboxilagdo do isocitrato em a-cetoglutarato (a-KG) para produzir a
forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) a partir da
NADP+ (MEDEIROS et al., 2016).

A partir dessa informacéo, e de acordo com a ultima classificacdo da OMS,
0s GBM sao divididos como IDH-selvagem (90% dos casos), o qual corresponde mais
frequentemente a definicdo primaria ou “de novo” e predomina em pacientes acima
dos 55 anos de idade; IDH-mutante (cerca de 10% dos casos), correspondendo aos
GBM secundarios, ou seja, 0s que evoluiram de gliomas difusos de grau inferior e
acometem preferencialmente pacientes mais jovens. Uma nova variante proviséria foi
adicionada a essa classificacdo: glioblastoma epiteliéide (GBM-Ep), juntando os
glioblastomas de células gigantes e os gliossarcomas aos GBM IDH-selvagens. Os
GBM-Ep sao formados por grandes células epitelidides com citoplasma eosinofilico,
cromatina vesicular, nucléolo proeminente e presenca variavel de células rabdoides.
Tém maior prevaléncia em criancas e adultos jovens, e topograficamente presentes
no cértex ou em massas do diencéfalo (LOUIS et al.,, 2016; MASUI; MISCHEL,;
REIFENBERGER, 2016; PERRY; WESSELING, 2016; YEUNG et al., 2016).

Oligodendroglioma — O diagnéstico deste tipo tumoral requer a presenca
de alteracdo em IDH combinada com a perda total do braco curto do cromossomo 1 e
do braco longo do 19 (codelecdo 1p/19q). Na auséncia de técnicas de rotina capazes
de identificar a mutacdo R132H no IDH1, recomenda-se o sequenciamento do codon
132 do IDH1 e do cddon 172 do IDH2. J4 na auséncia dessas duas possibilidades, o
oligodendroglioma caracterizado histologicamente deve ser classificado como NOS
(LOUIS et al., 2016).

Oligoastrocitoma — Tumor de fenotipo semelhante aos dois componentes
presentes em sua homenclatura, oligodendrécitos e astrocitos, e, por essa razao, tem
um diagnostico histolégico desencorajador quando baseado apenas nessa técnica.
Na auséncia de ferramentas moleculares apropriadas, geralmente sao classificados
como NOS, indicando a dependéncia desses testes para correto diagnéstico (LOUIS
et al., 2016).
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Glioma Pediatrico Difuso — Anteriormente classificados de acordo com
caracteristicas de neoplasias cerebrais dos homdélogos adultos, apesar das evidentes
diferencas, este tipo tumoral possui um desenvolvimento totalmente distinto. Trata-se
de um grupo que ocorre principalmente em criancas (e algumas vezes em adultos
também) e é caracterizado pela mutacdo K27M na histona H3 do gene H3F3A ou, em
menor frequéncia, no gene HISTH3B. Possui crescimento difuso e localizacdo medial
(talamo, tronco cerebral e medula espinhal). Esta nova entidade € denominada como
glioma difuso de linha medial (LOUIS et al., 2016).

Outros Astrocitomas — O Xantoastrocitoma Anaplasico Difuso (WHO III)
foi incluido na nova classificacdo de Tumores do Sistema Nervoso da OMS (LOUIS et
al., 2016) como uma entidade distinta, contrariando a classificacdo anterior que o
associava ao Xantoastrocitoma pleomorfico com caracteristicas anaplasicas. A
caracterizacdo deste tipo tumoral como anaplasico requer 5 ou mais mitoses por 10
campos, inclusive, com potencial presenca de necrose. Pacientes com este tipo
tumoral possuem uma sobrevida menor em comparacdo aqueles com
Xantoastrocitoma pleomorfico (WHO I1) (LOUIS et al., 2016).

Outra classificacdo alterada foi a dos Astrocitomas Pilomixdides, que
anteriormente eram descritos como grau Il. Varios estudos genéticos e histolégicos
mostraram uma sobreposi¢éo extensiva entre Astrocitomas Pilomixdides e Pilociticos,
onde, este Ultimo, de carater predominantemente benigno ou pouco agressivo
dificultava a caracterizacdo do Pilomixoide, de curso mais agressivo. Apesar disso,
ainda ndo esta claro se os Astrocitomas Pilomixdides podem ser classificados como
grau I, sendo sugeridos mais estudos que esclarecam seu comportamento, até que
se possa optar por um melhor estadiamento (ICHIKAWA et al., 2016; LOUIS et al.,
2016).

Ependimoma — A classificacao anterior dos ependimomas era dificil de se
realizar e sua utilidade clinica era questionavel. A dificuldade em assimilar um
significado clinico ao estadiamento dos ependimomas ainda é discutida atualmente,
principalmente, no que diz respeito ao Ependimoma e ao Ependimoma Anaplasico.
Enquanto isso, um subtipo genético tem sido aceito: Ependimoma RELA fuséao-
positiva. Essa variante compreende a maioria dos tumores supratentoriais infantis e é

caracterizada por apresentar a fusdo de fragmentos cromossémicos (C11orf95) ao
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RELA, o principal efetor de sinalizagdo da NF-kB (PARKER et al., 2014; LOUIS et al.,
2016).

A maioria das pessoas que desenvolve um tumor cerebral primario ndo tem
uma historia familiar de tumores cerebrais, ou seja, mutacdes herdadas ndo parecem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento de cancer cerebral. Com a
excecdo da exposicado a radiacdo ionizante durante a terapia de radiacdo para o
tratamento de outros tipos de cancer, ndo existe uma associacdo clara entre a
exposicao a outros fatores de risco ambientais e o desenvolvimento exclusivo de
tumores cerebrais. Parece que os tumores cerebrais primarios se desenvolvem sem
nenhuma razao aparente, e o papel de fatores ambientais, genéticos e certos tipos de
virus, no desenvolvimento destes tumores, continua a ser investigado (CHENG; HOU;
MATTSON, 2010; GOMEZ-NICOLA et al., 2011; KIM et al., 2015; LOUIS et al., 2016).

A maioria dos astrocitomas infiltrativos é anaplasica e os astrocitomas nao-
anaplasicos possuem um crescimento lento, no qual o tempo entre o inicio dos
sintomas e o estabelecimento do diagndstico pode se dar em média em até 3 anos
(CHENG; HOU; MATTSON, 2010; GOMEZ-NICOLA et al., 2011).

Em 50% dos pacientes, o inicio dos sintomas pode ser subito, podendo
ocorrer cefaleia, vémitos, astenia psicomotora, rebaixamento do nivel de consciéncia,

disfasia, perda somatossensorial e danos no campo visual (INCA, 2012).
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Figura 3: Vias (hipotéticas) da gliomagénese com base nos dados do TCGA e a formacao dos subtipos de GBM: mesenquimal, classico, proneural
e GBM-O (GBM com componente Oligodendroglioma). GBM, glioblastoma; IDH, isocitradodesidrogenase; TCGA, The Cancer Genome Atlas.
Fonte: adaptado de Vigneswaran; Neill; Hadjipanayis (2015).
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1.3. MITOCONDRIA: GENOMA E ATIVIDADE

As mitocOndrias sdo responsaveis pela producdo da maior parte do ATP
celular por fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) em um processo totalmente dependente
de oxigénio (WALLACE e MURDOCK, 1999; TAIT; GREEN, 2010). Além da
OXPHOS, as células também podem produzir ATP através da glicdlise, nao
necessitando obrigatoriamente de O2. Desde a descoberta de Otto Warburg
(WARBURG, 1931; WARBURG, 1956), que mostrou que as ceélulas cancerosas tém
preferéncia por metabolizar a glicose via glicélise anaerdbia, mesmo na presenca de
Oz (figura 4), uma série de estudos tém demonstrado que este processo é uma “marca”
do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011; MAXIMO et al., 2012). A glicélise precisa,
inicialmente, da conversdo da glicose em piruvato e, em seguida, 0 piruvato é
convertido em &cido lactico (NAKAMOTO; SCANLON; AL-SHAWI, 2008).

Célula Normal Célula Cancerosa

Glicose Glicose

\L Glicose v

lGIicéIise lGIicéIise > ATP
Piruvato / .
S Piruvato %

Ciclo TCA

+
OXPHOS 4

Mitocondria ” Mitocondria

Figura 4: llustracdo da via glicolitica na célula normal e na célula cancerosa. Fonte: Adaptado de
Conley (2014).
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Nas células dos mamiferos, a fermentacdo é inibida na presenca de
oxigénio, e isto permite a oxidacdo do piruvato pela mitocéndria, resultando, além da
producgéo de ATP, em CO2 e H20 (CHANDRA,; SINGH, 2011). Tal inibi¢cdo foi batizada
de “efeito Pasteur” (RACKER, 1974). Tal versatilidade no metabolismo celular é
fundamental para que ocorra uma producdo sustentada de energia mesmo na
variacédo da concentracdo de oxigénio (GATENBY; GILLIES, 2004).

HSP1 OH

HSP2 ‘ I
| D-Loop

TNy, vt

12SrRNA

Fita pesada

Heavy strand
16SrRNA

ND1

DNA Mitocondrial
Humano
16.569 pb

ND2
ND4

Fita leve

Light strand

~ ND4L

coxii

coxXil ATPaseb
ATPase8

Figura 5: Representacdo do mtDNA humano. A molécula de cadeia dupla circular de ~16,5 kb contém
uma Unica regido nao codificante, a regido da D-LOOP, alberga os promotores para a transcricao das
fitas pesada (HSP1 e HSP2) e leve (LSP) e a origem de replicagéo leading (OH). A origem de replicacdo
lagging (OL) é incorporada em um conjunto de genes de tRNA. Os genes para as duas rRNAs (12S e
16S rRNA), 13 (mRNAs ND1-6,ND4L, Cit b, COI-lll, ATP6, e ATP8), e 22 tRNAs. Fonte: Adaptado de
Yusoff (2015).
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Uma hipétese para explicar essa mudanca metabdlica, denominada Efeito
Warburg, esta relacionada aos defeitos causados pela OXPHOS nos genes do DNA
mitocondrial (MtDNA), onde tais mutac¢des induzem as células cancerosas a glicélise
(BRANDON et al., 2006; CHANDRA,; SINGH, 2011; CZARNECKA et al., 2010; LU et
al., 2009; MAXIMO et al., 2009).

O mtDNA, que se faz presente com um alto niimero de cépias (10° a 10%)
por célula, € um genoma formado por uma dupla fita circular fechada, localizada na
matriz das mitocéndrias, com 16.569 pares de base (pb) (Figura 5). Essa dupla fita &
composta por uma fita chamada pesada (Heavy strand - H), rica em guanina; e outra
leve (Light strand - L), rica em citosina. Na fita H, estdo contidos 12 dos 13 genes
codificantes de proteinas, 11 dos 12 genes que codificam RNA transportadores (tRNA)
e a maioria dos genes de RNA ribossomal (rRNA). A auséncia de introns é outra
caracteristica especifica do mtDNA, possibiltando que o0s genes estejam em
sequéncia continua (ANDERSON et al., 1981).

Especificamente, os 13 genes codificantes de proteinas do mtDNA estédo
envolvidos na cadeia de transferéncia de elétrons presentes na fase de fosforilacao
oxidativa da mitocondria, na producao de ATP (POLYAK et al., 1998; SCHMIDT et al.,
2011).

Alteragbes no genoma mitocondrial podem representar um papel
importante no desenvolvimento do cancer humano (TONG et al., 2003). Outras
evidéncias afirmam que essas mutaces no mtDNA, incluindo grandes delecbes,
mutacBes com mudanca de aminoacido (missense), e pequenas delecbes/insercdes
com mudanca na matriz de leitura (frameshift) estdo associadas a varios outros tipos
de cancer (POLYAK et al., 1998; FLISS et al., 2000; ARAL et al., 2010).

Estudos prévios demostram que o DNA mitocondrial esta intimamente
relacionado ao desenvolvimento e a progressao de tumores primarios e metastases
em varios tipos histolégicos. Tal correlacéo é explicada pelo fato deste genoma ser
extrema e continuamente exposto a condi¢oes que podem provocar mutacgoes. A taxa
de mutacdo do mtDNA é de dez a cem vezes maior que a do DNA nuclear (nDNA),
devido uma série de causas, dentre elas, o fato da organela produzir uma grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS), decorrentes da fase de
fosforilacdo oxidativa (COPELAND et al., 2002; FLISS et al., 2000; JERONIMO et al.,
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2001; JONES et al., 2001; KIRCHES et al., 2001; LIU et al., 2011; MAXIMO et al.,
2005; PARRELLA et al., 2001; POLYAK et al., 1998; ZHAO et al., 2005).

A auséncia de histonas no mtDNA € outro fator predisponente e, até
mesmo, determinante a ocorréncia de mutacfes, uma vez que, essas proteinas
exercem um papel fundamental de protecdo do DNA nuclear (hDNA) (YAKES; VAN-
HOUTEN, 1997). Também, deve-se levar em consideracao a baixa atividade corretora
da enzima DNA polimerase mitocondrial quando comparada a enzima do DNA nuclear
(KUNKEL; LOEB, 1981) e, ainda, a reparacéo ineficiente do genoma dependente de
excisdo de nucleotideos (CROTEAU; STIERUM; BOHR, 1999; ARAUJO, 2013).

Barekati et al. (2010) sugerem que danos no DNA mitocondrial podem ser
causados pela proteina p53 desregulada, o que levaria ao aumento do metabolismo
celular com uma superproducao de espécies reativas de oxigénio e outros metabdlitos
capazes de alterar o mtDNA (GOCHHAIT et al., 2008). Altilia et al. (2012) sugerem
uma relacao entre o TP53 e 0 mtDNA, onde o polimorfismo do cdédon 72 deste gene
confere a ele duas aptiddes distintas em que a isoforma p53P72 é mais propensa a
assegurar a reparacdo do DNA nuclear enquanto que a p53R72, a do genoma
mitocondrial. Assim, parece que o potencial de atividade mitocondrial pode afetar nao
apenas a atividade da proteina p53, como um indutor de apoptose, mas também como
um cofator de reparagdo do mtDNA e, portanto, influenciar a estabilidade deste e
eventualmente a eficacia metabodlica mitocondrial (YACOUBI-LOUESLATI et al., 2009;
BAREKATI et al., 2010; ALTILIA et al., 2012).

1.3.1. REGIAO CONTROLE

O genoma mitocondrial apresenta uma porc¢éo nao codificante denominada
regido controle ou Al¢a-D (D-LOOP), com 1.122 pb, situada entre os nucleotideos
16024 e 576, e flanqueada pelos tRNA de prolina (5’) e fenilalanina (3’) (NCBI
Reference Sequence: NC_012920.1). Essa regido (Figura 6) € o principal sitio de
controle de replicacdo do mtDNA e dos promotores necessarios para transcricao
(WHEELHOUSE et al, 2005; DING et al., 2010). Contém sequéncias importantes para

funcdes mitocondriais fundamentais, como: (i) a origem de replicacao da fita H; (i)
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origem da transcricdo das duas fitas, H e L; (iii) e os sitios de ligacdo dos fatores
transcricionais. Além do mtDNA apresentar uma taxa de substituicAo nucleotidica
maior que a do genoma nuclear, a regido D-LOOP possui duas regides hipervariaveis
desse segmento, denominadas regides Hipervariante | (HVI) e Hipervariante Il (HVII),
consideradas hotspots para mutacées (ANDERSON et al., 1981; RUIZ-PESINI et al.,
2007).

OH
LRNA s tRNA
hiirizad HVI ~ Dominio central Hl fenilalanina
i1 4] | v
ALGA-D
|
16 024 16 383 1 57 372 576

Figura 6: Diagrama da regido controle mostrando o flanqueamento dos genes tRNApro e tRNAphe e a
localizacéo das regides hipervariantes HVI e HVII. Fonte: adaptado de Kelly e Scarpulla (2004).

Acredita-se que algumas mutacdes somaticas recorrentes da regido D-
LOOP podem estar relacionadas com a reducdo do numero de coOpias do DNA
mitocondrial (TAN et al., 2006) e consequente diminuicdo do metabolismo celular
(BONIFACIO, 2011). Observa-se também que, em alguns tipos de cancer, ocorre uma
diminuicdo do numero de copias do mtDNA em células do plasma sanguineo,
contrastando com o aumento dessas cépias em células tumorais (BONIFACIO, 2011).
Além disso, ha um namero crescente de evidéncias que correlacionam a presenca de
mutacdes no mtDNA com caracteristicas clinico patolégicas malignas e um mau
progndstico da doenca neoplasica (MATSUYAMA et al., 2003; LIEVRE et al., 2006;
KONG et al., 2006; TSENG et al., 2006; CZARNECKA & BARTNIK, 2010; YUSOFF et
al., 2015).

O acumulo téxico de ROS intracelular, decorrente de um grande
desbalanco metabdlico pode ativar uma via apoptoética intrinseca iniciada pela
mitocondria (TAIT e GREEN, 2010). Esta via (Figura 6), apés os estimulos
necessarios, inicia-se pela liberacdo do citocromo-C da mitocondria para o citosol,

onde este ird formar juntamente com outras proteinas, um complexo denominado
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Fator de ativacdo protease-apoptossomico-1 (Apaf-1). Apés sua formacao, o Apaf-1
ativa a pro-caspase 9 em caspase 9, formando um complexo apoptossomo composto
pela Apaf-1, caspase 9 e citocromo-c. Esse complexo ativa as pro-caspases 3/7 em
caspases 3/7, iniciando, assim, a cascata de caspases que culminam com a morte
celular e granulacédo do citoplasma (FALAVORO et al., 2012; HOLCIK; SONENBERG,
2005; TAIT e GREEN, 2010).

Via Intrinseca Via Extrinseca
Estresse intracelular , J Fas
Bax  pe.p E
T~ Bid ”
- L
Citocromo ¢ S
AIF * B \ Procaspase 8 U J) Complexo
/
¥ % B \)JN Y Discoide
’ \
Pro:aspase 3 — || Procaspase 3
Y/

a4
@ ﬁ*ﬁi Caspaseasgé

Apoptose

Caspase 9 Caspase 3

Apoptossomo

Figura 7: Mecanismo mitocondrial de apoptose e seus indutores potenciais através da via intrinseca e
extrinseca. Fonte: adaptado de Favaloro et al. (2012).

Tanto as muta¢cdes germinativas quanto as somaticas do DNA mitocondrial
parecem modificar o risco de cancer ou estdo diretamente envolvidas no mecanismo
patogénico da tumorigénese (TAN et al., 2006). As formas mais prevalentes de
mutacdes no DNA mitocondrial sé&o as mutagfes pontuais e as delecdes ou insergdes
em grande escala, estas ultimas culminam em disfuncdo mitocondrial e apoptose
(ROTHFUSS et al., 2010).
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Entre as mutacBes mais relatadas na D-LOOP, esta a instabilidade de um
microssatélite na posicdo 303-315, onde se localiza parte do sitio de ligacdo do
iniciador de replicacdo (MONTANINI et al., 2005; SHARMA et al., 2005). Segundo
Vega et al. (2004), estas mutacoes ndo oferecem vantagem seletiva,
consequentemente, ndo sendo suscetiveis de contribuir para a tumorigénese em
geral. Tal sugestdo se deve ao fato do estudo ter relatado uma distribuicdo semelhante
de alteracdes somaticas entre gliomas de grau ll, lll e IV (LUETH et al., 2010; MAXIMO
et al., 2012). As transi¢cdes G:A e T:.C ja foram observadas na regido D-LOOP, as
quais sao consistentes com o espectro mutagénico de dano oxidativo (MEIEHOFER
et al., 2006).

Os dados dos estudos com mtDNA em varios tipos de canceres sao
bastante variaveis, talvez devido a natureza histolégica ou embrionaria do tumor. Liu
e Kohane (2009) reportam a auséncia de mutagcbes homoplasmicas somaticas em
regides codificantes do mtDNA em estudo com meduloblastomas, enquanto Meiehofer
et al.,, (2006) sugerem que mutacBes somaticas nessas regides em tumores Sao

silenciosas ou os polimorfismos, em sua maioria, ndo sao patogénicos.

Por outro lado, os estudos de Lievre et al. (2006) sugerem que algumas
mutacBes em D-LOOP podem ser consideradas como marcadores para risco do
cancer em geral, assim como, ressalta a sua utilidade na detecc¢ao precoce do cancer
de cabeca e pescoco ja estabelecido. Essas mutacfes mostraram ser um
acontecimento precoce na carcinogénese de cabeca e pescoco (WANG et al, 2012),
com frequéncia de 22% nas lesbes pré-malignas de cabec¢a e aumentando com o grau
de displasia, chegando a 50% nas lesbes severas e 61% nos carcinomas in situ.
Klemba et al. (2010) também enfatizam o estabelecimento de biomarcadores

utilizando D-LOOP para a identificacao de individuos de alto risco para cancer vulvar.

Em contrapartida, Liu et al. (2011) sugerem que a presenca de mutacdes
somaticas em D-LOOP esté associada com um melhor progndstico em pacientes com
cancer oral. Por outro lado, a prevaléncia de dele¢bes pontuais do mtDNA é
significativamente mais baixa em tecidos de carcinoma hepatocelular
(WHEELHOUSE et al., 2005).
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1.3.2. CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

Os componentes da cadeia respiratéria mitocondrial situam-se na
membrana interna da mitocondria, abrangendo cinco subunidades complexas
constituidas principalmente por proteinas e lipidios (KIM et al., 2015). Tais complexos
(Figura 6) sdo compostos por: complexo | (NADH); complexo Il (succinato-ubiquinona
oxiredutase); complexo Il (citocromo-c oxiredutase); complexo IV (citocromo-c

oxidase) e complexo V (ATP sintase). Estes constituintes formam o sistema de

fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), que fornece o ATP demandado pela célula
(KAUFHOLD; GARBAN; BONAVIDA, 2016; RAK et al., 2016; TOKARZ; BLASIAK,
2014)
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Complexo |
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Complexo Il
Succinato
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0 mtDNA/4 nDNA
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1 mtDNA/10 nDNA

Complexo IV
Citocromo C
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Figura 8: Cadeia respiratoria mitocondrial composta por 5 complexos. Legenda: Cyt C (citocromo c).

Fonte: adaptado de MORRIS (2013).
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1.3.2.1. COMPLEXO | MITOCONDRIAL

O complexo | mitocondrial € o guardido da cadeia respiratoria por dar o
primeiro passo da oxidacdo pela NADH desidrogenase. E uma enzima formada por
47 subunidades, sendo 7 mitocondriais (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6) e
40 nucleares (MORRIS et al., 2013). Localizada na membrana interna mitocondrial, é
responsavel por catalisar a transferéncia de elétrons da NADH para a coenzima Q. A
elevacdo de NAD+/NADH promove a translocacéo de protons através da membrana
mitocondrial interna, o que, apos a finalizacdo do percurso da cadeia, culminara com
a producao de energia (CHANDRA,; SINGH, 2011; SANTIDRIAN et al., 2015; JAROSZ
et al., 2016). Células tumorais também geram altos niveis das formas reduzidas de
NAD+ (NADH e NADPH) como importantes cofatores e componentes de reducéo
oxidativa. Essa atividade metabdlica alterada pode estar ligada a uma disfuncéo
mitocondrial a qual inibe a OXPHOS, aumenta os niveis de ROS, promove um
crescimento descontrolado e causa danos no DNA, o que sustentara fenoétipos
metastaticos (CHALLEN et al., 2011).

Segundo Santidrian et al. (2015), o balanco celular de NAD+/NADH é
regulado pelo complexo | mitocondrial, tanto em células normais quanto nas de
tumores malignos de mama, e que a progressao tumoral e, até mesmo, 0 processo
metastatico deste tipo histologico € controlada pela expressdao do gene mitocondrial
ND1.

1.3.2.2. COMPLEXO Il MITOCONDRIAL

O complexo Il da cadeia de transporte de elétrons (Figuras 6 e 7) € o
segundo ponto de entrada nesta cadeia. Também denominada de succinato-Q-
oxidorredutase, é a Unica enzima que participa tanto no ciclo dos acidos tricarboxilicos
como na propria cadeia de transporte de elétrons. Consiste de 4 subunidades
proteicas (todas nucleares) e um cofator dinucleotidico de flavina-adenina (FAD),
centros de ferro-enxofre e um grupo heme que ndo participa na transferéncia de
elétrons para a coenzima Q, mas aparenta ser necessario para diminuir a producao
de ROS. Este complexo tem por funcéo oxidar o succinato em fumarato e reduzir a

ubiquinona. Esta fase da reacao libera menos energia que a oxidagédo do NADH e o
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complexo 1l ndo transporta prétons através da membrana mitocondrial, néo
contribuindo, desta forma, para o gradiente eletroquimico da organela (MORRIS et al.,
2013; KLUKCOVA et al., 2013; ALAM; FITZGERALD; ZHANG, 2016).

1.3.2.3. COMPLEXO Il MITOCONDRIAL

A Ubiquinona oxidorretudase (Figuras 8 e 9) é também conhecida como
flavoproteina de transporte de elétrons ou citocromo-C oxidorredutase. E o terceiro
ponto de entrada na cadeia de transporte de elétrons. Esta via metabdlica é relevante
na beta-oxidacdo de acidos graxos e no catabolismo (aminoacidos e colina), ao
receber elétrons de diversas acetil-Coenzima A desidrogenases (JAROSZ et al.,
2016).

Em seres humanos, esta enzima é um dimero em que cada subunidade é
composta por 11 proteinas, sendo 1 mitocondrial e 10 nucleares. O complexo Il
catalisa a oxidacdo de uma molécula ubiquinol e a reducédo de duas moléculas de
citocromo-C (KIM, 2015; JAROSZ et al., 2016).

1.3.2.4. COMPLEXO IV MITOCONDRIAL

O complexo IV mitocondrial (Figuras 8 e 9) é um complexo enzimatico de
multiplas subunidades contendo um grupo de citocromos A, citocromo A3, dois
atomos de cobre e 13 subunidades proteicas diferentes, sendo 3 subunidades
transcritas pelo mtDNA: mt-CO1, mt-CO3 e mt-CO3. E o complexo oxidase terminal
da cadeia respiratéria que coleta os elétrons que serdo transferidos do grupo do
Citocromo-C, reduzidos e doados ao oxigénio molecular, que, por sua vez, sera
reduzido a agua. Tanto a passagem de prétons através da membrana como o
consumo de protons na matriz mitocondrial contribuem para o gradiente ibnico na
organela (BETANCOURT et al., 2014; ALAM et al., 2016).
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1.3.2.5. COMPLEXO V MITOCONDRIAL

ATP sintase ou sintetase ou mesmo Complexo V mitocondrial (Figuras 8 e
9) € o nome genérico dado ao conjunto formado por 16 proteinas, sendo 14
codificadas pelo por genes do nDNA e 2 pelo mtDNA (ATP6 e ATP8). Este conjunto
forma o complexo enzimatico que fornece energia para o funcionamento das células
através da sintese de ATP, a partir do ADP e do fosfato inorganico (GHAFFARPOUR
et al., 2014; RAK et al., 2016).

A ATP sintase € a enzima final na via da OXPHOS e encontra-se presente
em todos os organismos vivos, funcionando de forma idéntica em procariontes e
eucariontes. Esta enzima utiliza energia armazenada no gradiente de prétons
existente através da membrana para realizar a sintese de ATP. A reacéo de sintese
de ATP é designada como mecanismo de mudanca de ligacdo (binding change
mechanis) e consiste na modificagcdo ciclica do centro ativo do complexo
(GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA et al, 2014; GHAFFARPOUR et al., 2014; YOU et
al., 2013).

Esse complexo divide-se em duas partes denominadas como F1 e FO. A
parte estrutural F1 estd imersa na matriz mitocondrial, presa & membrana da organela
pela estrutura FO que, por sua vez, é uma espécie de canal ou passagem inserido na
membrana da mitocondria que serve de passagem para 0s prétons. Estas duas
estruturas sdo compostas por genes do nDNA (NAKAMOTO; SCANLON; AL-SHAWI,
2008). Ja as subunidades codificadas pelo mtDNA (ATP6 e ATP8) nado participam
diretamente do mecanismo catalitico de rotacdo, mas desempenham importante papel
no funcionamento do complexo, atuando como um catalisador movido pelo gradiente
de prétons e que impulsiona a sintese de ATP (GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA et al,
2014; NAKAMOTO; SCANLON; AL-SHAWI, 2008).

1.4. O PAPEL DA MITOCONDRIA NA PATOGENESE TUMORAL

Especialmente em relagdo a OXPHOS, a mitocondria esta atrelada ao
processo de apoptose, assim como a producdo de ROS e ATP (GRZYBOWSKA-
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SZATKOWSKA et al, 2014). A ATP sintase € uma enzima essencial para a
manutencdo da funcdo desta organela, apesar disso, Ghaffarpour et al., (2014)
relatam uma alta taxa de altera¢des nucleotidicas nos genes das ATPase6 e ATPase8
em cancer de mama e sugerem que essas variagcdes podem desempenhar um papel
importante na tumorigénese, alterando o metabolismo energético nas células
cancerosas (VANDER-HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009; RUBIO-PEREZ;
MORILLA-RUIZ, 2012.

Alteracfes nucleotidicas sdo fundamentais para a formacao e progressao
maligna dos tumores, causando modificacbes na expressdao ou funcédo de
determinados genes, desregulando vias de sinalizacdo e crescimento (BREDEL,
2009). Devido ao ambiente altamente reativo e, provavelmente, devido também a uma
estrutura mitocondrial menos condensada que a nuclear, o mMtDNA esta
frequentemente exposto ao estresse oxidativo, levando-o a defeitos gendmicos
(ROTHFUSS et al., 2010; OLAR; ALDAPE, 2014).
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Figura 9: Cadeia respiratoria mitocondrial com os 5 complexos, representando esquematicamente o
processo de transporte de elétrons e as subunidades de cada complexo transcritas pelo mtDNA e
nDNA. Fonte: adaptado de Schon; DiMauro; Hirano (2012).



41

1.4.1. GRANDES DELECOES DE 4977PB

Uma delecao de cerca de 4977 pares de bases, conhecida como “delecéo
comum”, que geralmente ocorre entre os nucleotideos 8469 e 13447 do genoma
mitocondrial (figura 10) é responséavel por remover do genoma mitocondrial os genes
do complexo I: ND3, ND4, ND4L e parte do ND5; o gene mt-CO3 do complexo IV; o
gene ATP6 e parte do ATP8, ambos do complexo V; e os RNA transportadores (tRNA)
de glicina arginina, histidina, serina e leucina. Apés a excisdo de parte deste genoma,
ocorre uma recombinacao ligando diretamente os nucleotideos flanqueadores desta
parte. O mecanismo responsavel por essa delecéo ainda é desconhecido (LEE et al.,
2015). Além disso, esta delecao possui uma zona flanqueadora (5’) de repeticao direta
de 13 pb, cujo inicio do fragmento deletado pode variar entre as posicdes 8470 a 8482,
e o final, entre 13447 e13459 (DIMBERG et al., 2015).

A frequéncia desta delecdo, segundo Ashutosh et al (2016), aumenta
proporcionalmente com o estresse oxidativo e se acumula no tecido com o avango da
idade, podendo servir como um biomarcador de dano no mtDNA (MEISSNER et al.,
2008).

Embora esta delecéo tenha sido encontrada em diversos tecidos humanos,
diversos estudos relacionam sua presenca com algum tipo de toxicidade, como estado
urémico, algumas patologias relacionadas ao envelhecimento e, mais recentemente
as neoplasias (ARAL et al., 2010; MA et al., 2012; DIMBERG et al., 2014; DIMBERG
et al., 2015).
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Figura 10: llustracédo da delecé@o de 4977 pb e o processo de recombinacado que ocorre pos delegdo
juntando os nucleotideos flanqueadores mais proximos. Fonte: adaptado de Chen et al., 2011

De modo geral, o acumulo de mutacdes no DNA mitocondrial esta
relacionado ao aumento da taxa de proliferacédo celular e inibicdo da apoptose, sendo
gue essas mutacdes correlacionam-se positivamente com mutacdes no TP53 (LIU et
al., 2011). Estudos também indicam que a proteina p53 esta intimamente envolvida
na biogénese e funcdo mitocondrial adequada (POLYAK et al, 1997), e também na
regulacao mitocondrial do citocromo-c oxidase Il (mt-CO2). A atividade das citocromo-
c oxidase ja foram relatadas como diminuidas em adenocarcinomas de célon e
carcinoma hepatocelular (WHEELHOUSE et al.,, 2005; WANG et al.,, 2011). A
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deficiéncia de qualquer uma das citocromo oxidase (mt-CO1, mt-CO2 ou mt-CO3) &
uma das causas mais frequentes de defeitos da cadeia respiratéria em humanos, por
serem proteinas da cadeia transportadora de elétrons, essenciais para producéo de
ATP (ZHOU; KACCHAP; SINGH, 2003; BAI et al., 2011).

1.4.2. HETEROPLASMIAS

As heteroplasmias mitocondriais podem ser definidas como existéncias
simultaneas de dois gendétipos mitocondriais, sendo um herdado (selvagem) e outro
mutante, em taxas varidveis no mesmo individuo, em uma ou varias células e, até
mesmo, em uma mesma mitocondria (STEFANO; KREAM, 2016).

Apesar dos avancos nos estudos moleculares relacionados ao CSN, existe
necessidade da investigacdo do genoma mitocondrial em células de gliomas, que
possam ajudar a esclarecer ou mesmo descartar o papel das diversas alteragbes
desse genoma a grande variedade do fendétipo tumoral, assim como ao grau de
estadiamento do mesmo, ndo deixando de levar em consideracdo, ainda, uma
possivel contribuicdo para a determinagao do prognadstico e planejamento terapéutico

em relacdo a doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo geral avaliar a integridade mitocondrial

em gliomas na populacéo paraense, baseada na investigacao de possiveis alteracfes

nesse genoma.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as altera¢cdes nucleotidicas nas regides D-LOOP, ND1, ND2, mt-

b)

d)

CO1, mt-CO2, mt-CO3, ATPase 6 e ATPase 8 especificas do DNA
mitocondrial em tecidos neoplasicos de pacientes acometidos por

cancer de células da glia na populacao paraense;

Avaliar estruturalmente, através de modelagem proteica computacional

as alteracfes presentes nos genes mitocondriais

Relacionar os dados moleculares obtidos com os tipos tumorais de
origem glial, comparando com os dados ja relatados na literatura e em

banco de dados mitocondriais (GenBank e Mitomap).

Comparar dados moleculares das amostras tumorais associando-0s ao

fendtipo tumoral e ao seu grau de estadiamento.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho € parte integrante do projeto de pesquisa intitulado
“Identificagdo de Alteracbes Genéticas e Epigenéticas em Gliomas de Alto e Baixo
Graus na Populagdo Paraense”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para (CEP-ICS/UFPA). Os
pacientes ou seus parentes mais proximos foram informados sobre o estudo a ser
realizado e, em caso de concordancia em participar do mesmo, assinaram um termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexo I).

3.1. AMOSTRAS

Foram utilizadas 29 amostras de tecido tumoral dos pacientes
diagnosticados com céncer de sistema nervoso central, com CID C71 (neoplasia
maligna do encéfalo) e classificadas através de exame anatomopatoldégico como
neoplasias primarias de células de origem glial (Tabela 4). Estas amostras foram
coletadas durante procedimento cirargico pela equipe de neurocirurgia Hospital Ophir
Loyola. O material foi colocado em meio de cultura RPMI, contendo antibioticos, para
prevencao de possivel contaminacdo. Imediatamente, apds sua coleta, o material foi
encaminhado ao Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal do Para

para processamento.

As amostras utilizadas neste estudo foram classificadas e separadas de
acordo com seus laudos histopatolégicos os quais seguiram os padrbes de

classificacéo de tumores do SNC da Organiza¢cdo Mundial de Saude (WHO, 2009).

Tabela 4: Amostras de CSN de origem glial utilizadas neste estudo
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Laudo Histopatolégico Amostra Género Idade Grau

Astrocitoma desmoplasico infantil CSN192 F 1 I

Glioma angiocéntrico CSN194 M 30 I

Ependimoma CSNO77 F 1 Il
Ependimoma CSNO038 F 2 Il
Oligoastrocitoma CSN022 M 2 Il
Ependimoma CSN138 F 8 Il
Astrocitoma fibrilar CSNO010 F 12 Il
Astrocitoma difuso CSN167 M 14 Il
Oligodendroglioma CSNO095 M 19 Il
Oligodendroglioma CSN184 F 23 Il
Astrocitoma difuso CSN126 F 34 Il
Oligodendroglioma CSNO096 F 43 Il
Astrocitoma difuso CSN136 M 64 Il
Astrocitoma anaplésico CSN146 F 31 Il
Ependimoma anapléasico CSN102 F 54 Il
Astrocitoma anaplasico CSNO031 F 55 Il
Astrocitoma anaplasico CSN190 M 59 Il
Astrocitoma Anaplasico CSNO044 M 60 Il
Ependimoma anaplasico CSN141 M 62 Il
Oligoastrocitoma anaplasico CSNO088 F 63 Il
Gliossarcoma CSNO047 M 64 11
Glioblastoma CSNO073 M 43 v
Glioblastoma CSN168 M 46 v
Glioblastoma CSN199 M 48 v
Glioblastoma CSN169 F 49 v
Glioblastoma CSN193 M 56 v
Glioblastoma CSN153 M 60 v
Glioblastoma CSN200 M 66 v
Glioblastoma CSN198 M 74 v
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3.2. EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA mitocondrial das amostras tumorais foram
utilizados 20mg de tecido. O processo de extracdo foi realizado em microtubos
estéreis de 1,5mL com auxilio do Wizard (8) Genomic DNA Purification Kit (Promega),

conforme manual do fabricante.

3.3. REACAO EM CADEIDA DA POLIMERASE (PCR)

Apos a extracdo do DNA, foram realizadas amplificacbes de genes
mitocondriais com utilizag&o dos iniciadores, cujas sequéncias encontram-se descritas

na Tabela 5.

As PCR foram realizadas nas seguintes condi¢des: (1) Reacao contendo
0,05 mM de dNTP; tampéo de reacdo 1x (10x = KCL 500mM, 200mM Tris-HCL, pH
4.8); 1,5mM de MgCI2, aproximadamente 100ng de DNA total, 10pM de cada iniciador
e 1U de Tag DNA polimerase; (2) Amplificacdo com ciclos, consistindo de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento e nimero de ciclos conforme descrito
na Tabela 5, e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma extenséo final a

72°C por 5 minutos.

Os iniciadores utilizados neste trabalho (tabelas 5 e 6), especificos para a
regido D-LOOP do DNA mitocondrial foram obtidos a partir dos estudos de Kocher e
Wilson (1991); os especificos para as regides CO |, CO Il, CO lll, ATPase 6 e ATPase
8 foram descritos por Li et al. (2002), e os utilizados para as demais regides, ND1,

ND3 e dele¢bes 4977pb, foram descritos por Maximo et al. (2001).

Os fragmentos-modelo utilizados como padrao para o desenvolvimento dos
estudos neste trabalho foram obtidos a partir do banco de dados online Mega Blast
(NCBI, 2016), identificado como mtDNA humano NC_012920.1.



Tabela 5: Iniciadores utilizados nas PCR deste trabalho.
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Regido Iniciador Seqiiéncia (5’ - 3’) Anelamento Ciclos  Tam pb
DL218 — F CACCATTAGCACCCAAAGCT
D-LOOP 52 °C/50 seg 40 1.122
DL2 -R AAGGGCTAGGACCAAACCT
COlI-F GTTGTAGCCCACTTCCAC
Col 56 °C/30 seg 35 222
COI-R CATCGGGGTAGTCCGAGTAA
COIll-F TTCATGATCACGCCCTCATA
coll 56 °C/30 seg 35 187
COIll-R TAAAGGATGCGTAGGGATGG
COlll-F AAAGCACATACCAAGGCCAC
Cco i 56 °C/30 seg 35 195
COIll-R CTTCTAGGGGATTTAGCGGG
ATPase 6 —F GCCCTAGCCCACTTCTTACC
ATPase 6 56 °C/30 seg 35 256
ATPase 6 - R TTAAGGCGACAGCGATTTCT
ATPase 8— F CCCACCATAATTACCCCCAT
ATPase 8 56 °C/30 seg 35 102
ATPase 8— R TTTTATGGGCTTTGGTGAGG
ND1F GACGCCATAAAACTCTTCAC
ND1 57 °C/30 seg 35 390
ND1R GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG
GD1F TCAATGCTCTGAAATCTGTGG
4977pb 54 °C/30 seg 35 -
GD1R GTTGACCTGTTAGGGTGAGAAG
4977pb GD2F ACAGTTTCATGCCCATCGTC
52 °C/30 seg 35 350
Nested GD2R GCGTTTGTGTATGATATGTTTGC
ND3F CCTGCCACTAATAGTTATGTC
ND3 57 °C/30 seg 35 210
ND3R GATATGAGGTGTGAGCGATA

Para verificar a eficiéncia da amplificacdo, foram utilizados 2 pyL dos

produtos de PCR acrescidos de 1 pL de corante de visualizag¢édo (5 mL glicerol, 1 mL
de azul de bromo fenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 0,5M) e 1
uL de GelRed™ (Biotium), entdo submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 2,0%, usando um marcador de peso molecular de 1 kb. A eletroforese foi
realizada em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA), a uma corrente de 100 V, por

aproximadamente 20 minutos, posteriormente visualizado através de luz ultravioleta.

3.4. SEQUENCIAMENTO DO DNA

O produto da PCR, apds ser purificado com kit “Purelink PCR Purification
Kit” de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante (ThermoFisher) foi submetido
ao sequenciamento, empregando o método de terminacdo de cadeia, descrito por
SANGER et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o Big

Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (ThermoFisher) e os iniciadores
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apresentados na Tabela 6. As amostras foram submetidas a 25 ciclos nas seguintes
condi¢bes: desnaturacao inicial a 96°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 15
segundos e extensdo a 60°C por 30 segundos. Apds o término dos ciclos, a

temperatura foi estabilizada em 18°C.

Ao termino da reacdo, as amostras foram precipitadas com isopropanol a

65%. Os precipitados foram sequenciados em aparelho ABI 3130.

Tabela 6: Iniciadores utilizados nas reacdes de sequenciamento.

Iniciador Sequencia (5’ — 3’) Obs
DL218 CACCATTAGCACCCAAAGCT
DL2 AAGGGCTAGGACCAAACCT Extemos
DLF16236 CGTACATAGCACATTACAGT
DLR16434 GAGTGCTACTCTCCTCGCT Internos
COI-F GTTGTAGCCCACTTCCAC
COlI-R CATCGGGGTAGTCCGAGTAA _
COIll-F TTCATGATCACGCCCTCATA
COIll-R TAAAGGATGCGTAGGGATGG )
COIll-F AAAGCACATACCAAGGCCAC
COIll-R CTTCTAGGGGATTTAGCGGG -
ATPase 6 — F GCCCTAGCCCACTTCTTACC
ATPase 6 - R TTAAGGCGACAGCGATTTCT )
ATPase 8 - F CCCACCATAATTACCCCCAT
ATPase 8 — R TTTTATGGGCTTTGGTGAGG '
GACGCCATAAAACTCTTCAC
ND1 GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG )
GDel TCAATGCTCTGAAATCTGTGG Externos
GTTGACCTGTTAGGGTGAGAAG
ACAGTTTCATGCCCATCGTC
GD Nested Internos
GCGTTTGTGTATGATATGTTTGC
NEE CCTGCCACTAATAGTTATGTC

GATATGAGGTGTGAGCGATA
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3.5. ANALISES DOS DADOS

Os dados obtidos apds os processos de PCR e Sequenciamento do DNA
foram analisados com auxilio do software BioEdit 7.2.5 (Hall, 2013) para identificacéo
e caracterizagao das alteragdes, e a criagdo de um banco de dados destas alteragcbes
no Microsoft Excel 2016 ®) (Microsoft®, 2016).

3.5.1. ANALISES ESTRUTURAIS

As regiées do mtDNA que codificam genes, quando encontradas alteracfes
que resultassem na mudanca dos aminodcidos traduzidos, foram submetidas a
analise estrutural através de modelagem 3D de proteinas com o auxilio do software
SWISS-MODEL (BIASINI et al., 2014).

3.5.2. ANALISES ESTATISTICAS

Apoés os registros das alteragcbes no banco de dados, foram aplicados
testes estatisticos com o objetivo de verificar a significAncia desses dados,
consequentemente, validando-os ou descartando seu valor, de acordo com os
critérios de cada teste e as caracteristicas de cada dado avaliado isoladamente ou em
comparacao a outra variavel adicional. Portanto, para consideracdo dos resultados,
foram realizados os testes descritos abaixo de modo unilateral e/ou bilateral, e
somente os valores de (p) menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes, e, em consequéncia, 0s iguais ou maiores que 0,05 foram considerados

borderlines e estatisticamente invalidos, respectivamente.

As Analises estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas
BioEstat 5.0 (AYRES, 2008) e Graphpad Prism (Radushev, 2007). Para isso, as
variaveis categoricas preditoras definidas para as analises estatisticas foram sexo
(dicotébmica), idade (quantitativa discreta) e grau de estadiamento tumoral (qualitativa

ordinal); e as variaveis de desfecho foram presenca/auséncia de alteracdo nas regidoes
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propostas do DNA mitocondrial. Todas as variaveis de desfecho foram testadas com
as preditoras. As hipoteses a serem testadas foram a existéncia (H1) ou ndo (Ho) de
relacdo das alteracbes no mtDNA com a doenca neoplasica, neste caso, a
comparacao entre as amostras tumorais. Definidas as variaveis e delimitando que
foram testadas duas a duas, sendo estas independentes entre si, foram escolhidos os

testes estatisticos de Mann-Whitney (MW) e Kolmogorov-Smirnov (KS).

O teste de MW ¢ direcionado a testar diferenca entre medianas, assim
como chances de obtencédo de observacfes mais presentes em uma populacéo contra
outra, onde a significAncia € obtida através do valor de p (p<0,05). A hip6tese nula no
teste de MW € que as duas amostras sao provenientes de uma Unica populacgéo, e,
portanto, que as distribuicbes a sua probabilidade s&o iguais. Neste teste € exigido

gue as amostras sejam independentes.

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

qgue é sensivel as diferencas em ambas, localizacdo e forma das funcdes de

distribuicdo cumulativa empirica das duas amostras.

Também foi realizada uma andlise de variancia entre os graus tumorais e
as suas respectivas médias etarias utilizando o teste ANOVA, andlise multivariada
relacionando mais de dois parametros preditores e/ou de efeito; a analise do Risco
Relativo, que apesar de ndo ser um teste estatistico, € uma medida da forca de
associacdo entre um fator de risco e o desfecho; e o célculo do Odds Ratio, cujo
principio é baseado na estimativa do risco relativo, ambos, em associagdo, séo

medidas importantes para avaliacdo das possiveis relagdes de causalidade e efeito.
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4. RESULTADOS

Todas as amostras utilizadas neste trabalho sdo de tumores malignos de
origem glial, sendo estas oito astrocitomas, dentre os quais foi incluida uma amostra
de glioma angiocéntrico em razdo da origem astrocitaria em comum; dois
oligoastrocitomas; trés oligodendrogliomas; cinco ependimomas; um gliossarcoma; e,
oito glioblastomas. Em relac&o ao grau de estadiamento tumoral, foram contadas duas
amostras grau I; 10 amostras grau Il; sete amostras grau lll; e oito amostras grau IV
(tabela 4).

As varidveis preditoras (género, idade, grau de estadiamento) foram
pareadas duas a duas e analisadas estatisticamente a fim de se avaliar a distribuicdo
da amostra. As 29 amostras foram compostas por 16 (55,55%) do género masculino
e 13 (44,45%) do género feminino, onde as medianas etarias foram 56 e 27,
respectivamente (figura 11). O estadiamento tumoral apresentou diferenca quando
dividido por género, onde as medianas ficaram em grau Ill para o género masculino e

grau Il para o feminino (figura 12).

80—

40+

Idades

Masculino Feminino

Figura 11: Bloxplot ilustrando as faixas etarias das amostras utilizadas neste
estudo, divididas por género
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Figura 12: Bloxplot ilustrando o grau de estadiamento tumoral distribuido de acordo com o género dos

pacientes. Mediana masculina de grau 3, equivalente ao quartil superior das amostras do género
feminino.

Quando comparadas as variaveis idade e grau tumoral (Tabela 7), os graus
mais altos (Il e IV) apresentaram as variancias e desvios mais uniformes e com menor
coeficiente de variagao (figura 13).

Tabela 7: Distribuicdo etéria das amostras de acordo com o grau tumoral.

Grau | Il Il \Y)
Tamanho da amostra 2 11 8 8
Minimo 1 1 31 43
Méximo 30 64 64 74
Amplitude 29 63 33 31
Mediana 15,5 13 59 52,5
Variancia 420,5 412,62 130,95 116,79
Desvio padréo 20,51 20,31 11,44 10,81

Coeficiente de variacdo 132,30% 108,05%  20,65% 19,56%
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Figura 13: Bloxplot ilustrando o grau de estadiamento tumoral distribuido de acordo com o género dos
pacientes.

4.1. D-LOOP

ApGs o0 sequenciamento das amostras, foram identificadas varias
alteracdes nucleotidicas (Tabela 8) em comparacdo ao fragmento padrédo
(NC_012920.1). Todas as amostras apresentaram mais de uma alteracéo nucleotidica
tanto em pontos isolados quanto em pontos de maior frequéncia, considerados
hotspots. Os locais com maior indice de alteracao nucleotidica foram o microssatélite
observado entre as posi¢cdes 303-315 (SHARMA et al., 2005; MONTANINI et al., 2005)
e 0s polimorfismos A16139T, T16189C, ins16190CC e T16519C.

Na regido do microssatélite 303-315, cujo o gendtipo selvagem é 7CT5C,
foram encontradas 13 amostras alteradas (figura 14), sendo 7 amostras com genotipo
5TCA4C (referéncia do polimorfismo do inglés Reference SNP rs66492218), com
frequéncia alélica de 16,65%; trés amostras com o gendtipo 12C (rs369786048), com

frequéncia alélica de 10,71%.
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Tabela 8: Alteracdes nucleotidicas (D-LOOP) encontradas em cada amostra

A ¢ Grau Gé idad Mutacdes
mostras — yypyo ©PeNero ldade Tan3315 C16139A T16189C  Ins16190CC  T16519C
CSN192 | F 1 +
CSN194 | M 30 5CT4C +
CSNO77 I F 1 +
CSN022 I M 2 + +
CSN038 I F 2 5CT4C + +
CSN138 I F 8 12C* +
CSNO10 I F 12 +
CSN167 I M 14
CSN095 I M 19 +
CSN184 I F 23 5CTAC +
CSN126 I F 34 +
CSN096 I F 43
CSN136 I M 64 ACTAC + +
CSN146 1l F 31 AT3C2TCTC +
CSN102 1l F 54 +
CSN031 1l F 55 5CT4C
CSN190 1l M 59 +
CSN044 1l M 60 +
CSN141 1l M 62 12C*
CSN088 1l F 63 +
CSN047 1l M 64 12C*
CSNO73 IV M 43
CSN168 IV M 46 5CT4AC
CSN199 IV M 48 4CA6C +
CSN169 IV F 49 +
CSN193 IV M 56
CSN153 IV M 60 5CT4C + +
CSN200 IV M 66
CSN198 IV M 74 12C* + +

Obs: *D310 (del310T)

A A C CC C Ccc C T Cc C Cc C C T G

alelos (a) selvagem, (b) D310 e (c) 5CT4C.
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Outras trés alteragbes, cada uma em uma Unica amostra, 4CT4C; a
4CA6C, que possui uma transicdao T310A; e AT3C2TCTC, todas com frequéncia
alélica de 3,45% cada. Os genotipos alterados nao apresentaram diferenca estatistica
significativa em comparacédo as demais alteracées nem ao alelo selvagem quando

avaliados os graus de estadiamento e as idades de cada classe.

Trés amostras apresentaram a transversao A16139T, sendo dois GBM
(grau IV) e um astrocitoma difuso (grau Il). A média de idade das amostras com a
alteracéo foi de 57,67 anos. A frequéncia alélica foi de 10,34% para o alelo mutante e
89,66% para o selvagem. O baixo nimero amostral ndo permitiu a realizacao de teste
estatistico.

Foram encontradas seis amostras com a transicdo T16189C (rs28693675)
(figura 15) e, dentre estas, uma com a INS16190CC (rs369574569), com as
frequéncias alélicas de 24,14% para as mutantes e 75,86% para o alelo selvagem.
Estas alteragbes nédo apresentaram diferenca estatisticamente significantes em
relacdo ao grupo com o alelo selvagem. O grupo alterado concentrou-se entre 0s
tumores com graus mais baixos, porém, com faixa etaria relativamente semelhante

aos do grupo sem a alteracdo nessas regioes.

alA A A CC CcC € (T)cCc € € C A

Figura 15: Cromatogramas do sitio 16189 ilustrando os alelos (a) selvagem e
(b) mutante, apos evento de transicdo T->C e a insercdo de duas citosinas no
referido sitio.
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Foram encontradas 14 amostras com a transicdo T16519C (rs3937033)
(figura 16), cujas frequéncias alélicas foram 48,28% para as amostras mutantes e
51,72% para as amostras com o alelo selvagem. O Teste t e 0 MW (figura 17)
mostraram diferenca significativa em relacdo ao grau de estadiamento do grupo com
alelo selvagem, sendo que o alelo mutante apresentou meédia de 2,28 e o selvagem
3,2 (p-u 0,0035 e p-b 0,0071; MW p-u 0,0053 e p-b 0,0107).

Em relacédo as idades (figura 18), o grupo com alelo mutante apresentou
mediana de 26,5 e selvagem de 54 anos. A anélise destes dados através do teste de
MW mostrou diferenca significativa (p-u 0,0235 e p-b 0,0471) e, no teste t, a média
etaria mutante foi 29,14 enquanto a selvagem foi 49 anos (p-u 0,0098 e p-b 0,0196).

U
al T AC T T CA G GG @C

bT_—ECTTC.—LG GG@C

Figura 16: Cromatogramas do sitio 16519 ilustrando os alelos (a)

selvagem e (b) mutante do polimorfismo T/C no referido sitio.
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Grau/WHO

16519C 16519T

Figura 17: Bloxplot ilustrando a diferenca entre o grupo com a alteragéo T16519C e os
alelos mutante (C) e selvagem (T) em comparagdo aos seus respectivos graus de
estadiamento tumoral através do teste de MW.
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60—

Idade

16519C 16519T

Figura 18: Bloxplot ilustrando a diferenca entre o grupo com a alteracdo T16519C. Alelo

mutante (C) e selvagem (T) comparando as idades entre os dois grupos através do teste de
MW.
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regiado D-LOOP 17 alteracOes

heteroplasmicas em 19 amostras (tabela 9). O teste de KS mostrou diferenca

estatisticamente significante entre as amostras heteroplasmicas e as homoplasmicas

em relacdo ao grau tumoral. As amostras heteroplasmicas concentraram-se entre as

amostras de menor grau, porém, sem diferenca significativa em relagédo as idades.

Tabela 9: Mutacbes heteroplasmicas observadas na D-LOOP.

Heteroplasmia Sitio Quantidade Porcentagem KS
AlG 235 1 3,45%
16545 1 3,45%
AIT
16630 1 3,45%
37 1 3,45%
16088 1 3,45%
16125 1 3,45%
16156 1 3,45%
—
16231 1 3,45% S =
o ~
g 9
CIA 16276 2 6,89% o 2
s O
a 2
16319 1 3,45% T ©
T o
16372 1 3,45% >
16432 1 3,45%
16440 1 3,45%
16525 1 3,45%
16118 2 6,89%
T/G 16196 1 3,45%
16470 1 3,45%
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4.2 ND1

Este gene apresentou cinco alteragbes em 16 amostras (tabela 10), sendo
estas quatro amostras com insercfes 3883A, seis com a transversdao T3552A
(rs28358587), e 12 amostras com transicdes, sendo quatro G3880A e oito A3547G
(rs28358586) (figura 19).

A insercdo 3883A, quando submetida a andlise estatistica pelo teste de KS,
comparando 0s graus tumorais entre as amostras com a insercao (mutante) e as sem
(selvagem), apresentou significancia com (p) < 0,01. Esta insercdo gera uma mudanca
de aminoacido no codon 193 (Treonina -> Asparagina, ambos polares nao
carregados), seguida de uma mudanca no quadro de leitura que culmina com o
aparecimento de um codon de parada na posi¢cao 203, o que resulta em uma proteina
com 115 amino&cidos a menos na sua por¢ao amino-terminal (figura 22). As amostras
com a transicdo A3547G também mostraram significancia estatistica (p < 0,01) nos
mesmos parametros da alteracao anterior (figura 20). A transversdo T3552A, quando
submetida ao teste ANOVA apresentou diferenca estatisticamente significante (tabela
10) em relacéo ao grau tumoral (p = 0,02) quando comparada as amostras com alelo
selvagem. Em relacdo a transicdo G3880A (figura 21), ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as amostras mutantes e selvagens em

comparacao ao grau tumoral e/ou idade dos pacientes (p > 0,05).

aCICIC.—‘LCC@TCGC@CTT

c T C© T € A C

b C@T CGC@CTT

AW )

Figura 19: Cromatograma ilustrando a transicdo A3547G e a transversao T3552A e os alelos (a)
selvagem e (b) mutante.
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Figura 20: Bloxplot comparando a transicdo A3547G no alelo mutante (G) e o selvagem (A) em relacdo
ao grau de estadiamento das amostras.

cacacra””cx@xsacc A A ¢ cC

a

ccacacraeca@ A G A Cc C A A C© cC
C A C A ¢ T A G C A G A G{@ccaacc
C

Figura 21: Cromatogramas ilustrando a transicdo G3880A comparando os alelos (a) selvagem, (b)
mutante; e a (c) insercéo ins3883A em destaque.
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Fonte: obtida através de modelagem via Swiss-Model (BIASINI et al., 2014).
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Tabela 10: Frequéncia das alteracdes encontradas com base no tipo histolégico.

INS3883A8 1 - - 2 - 1 <0,01

ND1 A3547G2 2 1 2 2 - 1 <0,01
T3552A 2 - 1 - - 3 0,02
G3880AP 1 1 - 1 - 1 ns
DEL10358A8 2 - - - - 1 0,065

ND3 G10398A2 5 - 2 2 1 4 ns
T10400C 4 - 2 1 - 4 ns

ND5 C13506T - - - - 1 - ns
A7131Tab - 1 - - - - ns
G7092AP - 1 - - - ns
T7173Cab - 1 - - - ns
DEL7175Tb - - - 1 - 1 ns

mtCO1  pp 717710 1 1 1 1 ; ] ns
DEL7181CP 1 1 1 1 1 <0,05
REARRANJO 3 - - - - 2 ns
HP7171CIT - - - - - 1 ns
HP7835-39 2 2 1 2 1 1 ns
C8217Thk - - - - 1 - ns
G8251A - - - - 1 - ns

mt-CO2  pE|g2a4a 7 2 ; 2 1 0,014
T8260CP - - - 2 - - ns
DEL8271-79 2 1 - 2 - - ns
T9540C/G 1 - - 1 5 0,05
DEL9541T2a 3 2 - 3 3 ns

mt-CO3 DEL9545A - - - - - 3 ns
DEL9548G 2 1 - - - - ns
HP9588G/A 4 1 3 1 1 3 0,06
G8584A2 - - - - 1 ns
G8994A - - - - 1 - ns
HP9008C/T 1 - - - - -

ATP6 HP9022G/A 1 1 - - - - -
HP9043C/G - - - - 2
HP9053G/T 1 2
A8401GP - - - 1 - - ns
C8414T2 1 - - - - - ns

ATP8  r8422Gb - ; ; 1 ; ; ns
C8468T2 - - - - 1 - ns

Delecao 4977pb 8 2 3 2 1 6
T8306AP - - - - - 1 ns
T8310AP - - - 1 - - ns
tRNA-Lisina T8325GP - - - 1 - ns
A8327GP - - - 1 - - ns
T8337GP - - - 1 - - ns
Outras heteroplasmias - 2 - 1 - 5 0,021

*incluida 1 amostra de glioma; 2 com alteracdo de aminoacido; ® nova alteracéo; astro: astrocitomas;
oligoas: oligoastrocitomas; oligod: oligodendrogliomas; epend: ependimomas; glios: gliossarcomas;
GBM: glioblastoma multiforme.
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4.3. ND3

O gene mitocondrial que codifica a subunidade ND3 do mesmo complexo
apresentou trés alteracbes em 16 amostras, das quais trés possuiam a delecéo
10358A, 14 a transicdo G10398A (rs2853826) e 11 a transicdo T10400C
(rs28358278).

As amostras com a delecao 10358A ndo apresentaram diferenca estatistica
significante quando comparada as amostras sem a delecdo em relacdo a idade (p =
0,16) e ao grau de estadiamento tumoral (p = 0,06) no teste de MW. As transicdes
G10398A e T10400C (figura 23), quando avaliadas separadamente, nao
apresentaram diferenca significativa entre as amostras com o alelo selvagem e
controle. Porém, quando estas mesmas alteracdes foram avaliadas simultaneamente,
mostraram um aumento do risco de 61,09% para a doenca de alto grau em relacéo as
demais amostras, com intervalo de confianca de 95% (IC) entre 2,37 e 16,88 no teste
de Odds Ratio, com (p) = 0,003.

AT T A G A C T G.—‘L@C@G_{_{IIG

WY !

AT T A G A C IG.—‘L@C@G.—‘L.—‘LIIG

|
Figura 23: Cromatogramas ilustrando amostra com alelo selvagem (a) e mutante (b) apds as

alteracdes G10398A e T10400C na mesma amostra.
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4.4. ND5

O gene que codifica a subunidade ND5, também do complexo |, apresentou
a transicdo C13506T (rs2857287) (figura 24) em apenas uma amostra de

gliossarcoma, sem diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

mutante e selvagem, relacionados ao grau tumoral e idade dos pacientes, testados
com MW (p > 0,05), teste t (p > 0,05), KS (p > 0,05) e ANOVA (p > 0,05), além de nédo
terem apresentado risco nos mesmos parametros na analise do Risco Relativo ou
Odds Ratio (p > 0,05).

_ AA AVAVAYAYAYAVAYAYAAAYA)

Figura 24: Crolmatogramas comparando os alelos (a) mutante e (b) selvagem em relagéo a transicao
C13506T.

45 mt-CO1

A regido que codifica a CO I, do complexo mitocondrial IV apresentou oito
alteracdes em 19 amostras (Tabela 10), sendo uma com a transversédo A7131T, duas
com as transicdes G7092A e T7173C; trés delecdes DEL7175T (rs28358874 refere
apenas alelos C/T), del7177T e del7181C; uma com a heteroplasmia HP7171C/T; e

um rearranjo de repeticéo invertida em cinco amostras (figura 25).

A alteracdo DEL7181C (figura 26) apresentou diferenga estatistica

significante do grupo sem alteragdo quando comparados em relacdo a idade, no teste
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de MW (p = 0,01) (figura 27). As demais amostras ndo apresentaram diferenca
significativa em relagéo ao grupo néo alterado quando comparadas as idades e o grau
de estadiamento tumoral através dos testes de MW (p > 0,05), KS (p > 0,05), teste t
(p > 0,05), ANOVA (p > 0,05), ndo apresentando, também, aumento do risco para a

doenca neoplasica através dos testes de OR e RR (p > 0,05 em ambos).

Homo sapiens haplogroup U4a2 mitochondrion, complete genome

GenBank: KX594326.1
GenBank FASTA

a

Link To This Page | Feedback

1 K 2K K 4K 5K BK o 8K 2K oK uls 12K 12K K 5K 16,58
=
T == L=< ]
= ==
) Kx594326.1: 7.0K..7.2K (194bp) ~ | Find: v (| - I + T S Tools » | £ Tracks 2 7
|7.850 FBEE  [7.BFB |7.eER  [F.A98  [7.180 7118 [Flee  [Fize  |[Fa4m [Fase [7.a58  |7avm 7158 7138 [Feee  |Fete  |[Feee  [Fese |
Sequence
Genes
BLAST Results for: Nucleotide Sequence (266 letters)
Query 166351
>
Query 1EE351
< | G |
Cleaned Rlignments - BLAST Results for: Nuclectide Seguence (266..
Query_1EE351
>
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Figura 25: (a) Imagem do NCBI Blast Nucleotide ilustrando o pareamento da sequéncia inserida no
Genbank; (b) cromatograma normal e (c) com seta apontando o inicio do segmento reverso duplicado
no novo rearranjo encontrado no mtDNA.
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Figura 26: Cromatogramas ilustrando a alteragéo del7181C em relacdo aos alelos (a) selvagem e (b)
mutante, com destaque para a citosina deletada (circulo).

80—+

20—+

DEL7181C Selvagem

Figura 27: Bloxplot comparando as medianas etarias em relacdo as amostras com a Dele¢do7181C e
o alelo selvagem (MW p-u 0,0134 / p-b 0,0267).
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4.6. mt-CO2

A regidao mt-CO2 apresentou seis alteracdes, a heteroplasmia de cinco
nucleotideos HP7835-39 em nove amostras tumorais; as transicoes C8217T, G8251A
(rs3021089) em uma mesma amostra e a transicao T8260C em outras duas amostras;
além das delecdes DEL8244A (figura 28) e DEL8271-79 (rs371604158) (figura 29).

Outra alteracéo observada na mt-CO2 foi um novo rearranjo (figura 25), em
cinco amostras, no qual ocorre a inversao entre as cadeias pesada e leve do mtDNA,
seguido da duplicacdo de um segmento de cerca de 94 pb da cadeia leve, da posicéo
7074 a 7168, aproximadamente, ligando-se na cadeia pesada a partir da posicao
7238.

A DEL8244A, presente em 17 amostras, sendo estas, 7 astrocitomas
(87,5%), 2 oligoastrocitomas (100%), 2 ependimomas (40%), 1 gliossarcoma (100%)
e 5 GBM (62,5%), mostrou diferenca estatistica significante em relacdo ao alelo
selvagem em comparacao ao grau tumoral através do teste de MW com (p) = 0,014
(tabela 10). Esta delecao foi identificada em 5 amostras de grau IV, 6 amostras de

grau lll, 4 de grau Il e 2 de grau Il.

As demais alteragbes, tanto as transicbes quanto O rearranjo, nao
evidenciaram diferenca significativa quando comparadas as idades e grau tumoral em
relacdo as amostras do grupo selvagem em comparacédo ao grau de estadiamento
tumoral e a faixa etaria dos grupos mutante e selvagem, submetidos aos testes MW,
KS, teste t, ANOVA (p > 0,05), assim como também nédo evidenciaram aumento do
risco nos testes de OR e RR (p > 0,05).
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Figura 28: Cromatogramas ilustrando amostra com alelo (a) selvagem e (b) mutante em
relacdo a alteracédo del8244A, com destaque para a adenina no alelo selvagem que sofre

a excisao.
Range 1: B240 bty BAR2 GenBank Graphics L
SCOre Expect Identities Gaps Strand
379 bits[205) 1le-102 232/243(95%) 10/243(£%) Plus/Plus
Query 1 TTT-?-.?.;iI._-‘-GGG? i'T'IT'-'I'-‘-_TE.IiJ.f?'T"I’-‘-_-‘-'.GE----- --- -.Iil.i'T"T"T'C_I:T.Iil.-i.lil.lf'fEC-‘-'.ET-i e
Sbjct  B248  TTTGAMATAGGGLOCCTATTTACCCTATAGCACCCCCTCTACCCCCTOTAGAGLCCACTG 8299

I A TA G CACCOCCTCTOCTACCT CTCTC T

c

} R sl

Figura 29: Comparacéo entre a (a) regido da delecdo DEL8271-79; (b) cromatogramas

ilustrando o alelo selvagem e (c) apés a delecdo DEL8271-79 (- / ACCCCCQC).
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4.7. mt-CO3

A regidao CO lll apresentou uma alteracao trialélica denominada T9540C/G
(rs2248727) em sete amostras: cinco GBM, um astrocitoma com o alelo C e um
ependimoma com o alelo G. Apresentou, ainda, outras trés delecdes: del9541T em 11
amostras; del9545A em trés amostras e del9548G (rs386829084 somente com 0sS
alelos C/T) em outras trés amostras; além de uma heteroplasmia denominada
HP9558G/A em 13 amostras.

A alteracéo T9540C/G (figura 30) mostrou diferenca estatistica limitrofe ou
borderline dos grupos com alelos mutantes e selvagem, quando testados através de
MW em relacdo ao grau tumoral (p= 0,05) (figura 31), ndo apresentando significancia
em relacdo as idades ou quando submetidas aos demais testes. A heteroplasmia
HP9558G/A também se mostrou limitrofe nos mesmos parametros (p= 0,06). As
demais alteracdes nédo evidenciaram diferenca significativa quando avaliadas as
idades e grau de estadiamento nos testes MW, KS, teste t, ANOVA, OR ou RR (p >
0,05).

CCI_{CCCCCC}L_{@I_{GG_{GGG

Flgura 30: Cromtogramas comparando 0s aIeIos (a) selvagem (b) mutante C e (c)
mutante G em relacdo a alteragdo T9540C/G, com destaque para o nucleotideo alterado
(T) e os alelos resultantes de transicéo (C) e transverséo (G).
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Figura 31: Bloxplot comparando as amostras alteradas 9540C/G e o alelo selvagem
9540T em relacdo ao grau tumoral de ambos os grupos (MW 0,05).

4.8. ATP6

A regiao que codifica a subunidade ATP6 do complexo V apresentou trés
alteracbes as quais foram as transicbes G8584A (rs3135028) e G8994A
(rs28358887), uma em cada amostra; e a heteroplasmia HP9043C/G em duas
amostras (figura 32).

Figura 32: Cromatograma ilustrando a heteroplasmia HP9043C/G no gene da ATPase 6 das amostras
tumorais estudadas.
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As transicbes encontradas neste gene n&o mostraram diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao alelo selvagem quando comparadas as
idades e grau de estadiamento tumoral nos testes deste estudo (p > 0,05). A
heteroplasmia, semelhantes as transicdes, também ndo mostraram diferenca

significativa (p > 0,05) nas mesmas comparacgoes.

4.9. ATP8

A regido da subunidade 8 do gene da ATPase, também pertencente ao
complexo V mitocondrial e apresentou quatro transicdes as quais foram A8401G em
uma amostra, C8141T em uma amostra, A8422G em uma amostra e C8468T
(rs1116907), também em uma amostra. As alteragBes encontradas neste gene,
quando comparadas as idades e grau de estadiamento tumoral das amostras
alteradas e néo alteradas, ndo evidenciaram diferenca estatisticamente significante
nos testes utilizados neste estudo, tanto, testadas individualmente quanto, quando
testadas de forma agrupada, nos testes de MW, KS, teste t, ANOVA (p > 0,05) e sem
aumento do risco para o cancer de sistema nervoso em relagdo ao grupo sem estas

alteragcdes nos testes de OR e RR (p > 0,05).

4.10 DELECAO 4977pb

Das amostras analisadas, 22 (75,86%) apresentaram a delecao de 4977pb
(figuras 33-35), sendo que, das amostras que ndo possuiam a delecéo, trés eram
ependimomas e dois glioblastomas. As amostras com dele¢do, ndo evidenciaram
diferenca estatisticamente significante em relacdo as amostras sem a alteracdo nos
testes de MW (p > 0,05), KS (p > 0,05). Além disso, nao foi possivel realizar o teste t
em razdo do tamanho amostral do grupo selvagem (cinco amostras), o que retorna o
valor critico como ndo confiavel em relacdo as idades, devido a discrepancia entre

meédia (38,8 anos) e mediana (54 anos) deste grupo, estando acima do limite do
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intervalo de confianca. A delecéo, isoladamente, ndo aumentou o risco (OR e RR)

para a doenca neoplésica (p > 0,05).

Quando associada as amostras heteroplasmicas, esta delecdo mostrou
diferenca significativa em relacdo as amostras selvagens quando submetidas ao teste
de MW (p-unilateral = 0,026 e p-bilateral = 0,042) e ao teste t (p-unilateral = 0,0179 e
p-bilateral = 0,035) em relacdo ao grau de estadiamento tumoral (figura 36).

Esta delecéo, para andlise estatistica, também foi associada as alteraces
presentes nos genes ND1 e ND3. Embora o gene ND3 apareca deletado no genoma
com a delecdo 4977pb, vale ressaltar que o alto nUmero de copias do mtDNA garante

a presenca do mesmo na célula.

Quando associada as alteracfes presentes no gene ND1, o teste de OR
mostrou um aumento do risco absoluto de 36,36% e um aumento do risco relativo de
14% para a doenca neoplasica (IC 95% 1,02 — 1,68; p = 0,0174). Quando associada
as alteracdes presentes no gene ND3, através do teste de OR, foi observado um
aumento do risco absoluto de 31,82% e do risco relativo de 36% (IC 95% 1,14 — 1,85;
p = 0,0351). Porém, quando avaliada a associacdo entre as delecdes 4977pb, as
alteracdes no gene ND1 e ND3, simultaneamente, houve uma redug¢do no risco
relativo de 85% e no risco absoluto de 77,27% no teste de OR (IC 95% 0,0238 —
0,9815; p < 0,0001).

ND1 ND3 4977pb

Figura 33: Gel de agarose a 2% comparando os fragmentos amplificados de ND1, ND3 e o fragmento
com a regido em que ocorre a delecdo 4977pb. Os fragmentos de ND1 e ND3 apresentam padrdo
homogéneo enquanto o da regido da delecdo 4977pb mostra-se heterogéneo, especialmente o pocgo
11, sem a delecéo. (1) ladder; (2-5) ND1; (6-9) ND3; (10, 12 e 14) amostras com a delecdo e (11) sem
a delecéo.
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Figura 34: llustracdo obtida apos inserir sequéncia no NCBI Blast. Detalhe para a area de delegao
abrangendo vérios genes mitocondriais e codificantes de RNA transportadores.

240 250 260 270
C T ¢ CCTOCACTCAAAGT CTCT CATAAMAAATAAMAAAA

a c

70 11CE

VWA AW

bH} 230 260
L ¢ ¢ T ¢ cCc T C ACOCATTOGGOCATGCCTCTAGT CA

Figura 35: Cromatogramas ilustrando a sequéncia sem a delecdo 4977pb e (b) com a delecéo, onde
ocorre a jungéo dos nucleotideos 8482 com o0 13460 (seta).
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Figura 36: Bloxplot comparando o grau de estadiamento tumoral entre os grupos com a delegéo 4977
e selvagem, relacionando-os com o nimero de heteroplasmias ocorridas em ambos os grupos. O grupo
de amostras heteroplasmicas com a dele¢cdo demonstrou predominio de maior grau tumoral em relacéo
ao grupo sem a delecéo.

4.11. ALTERACOES NO tRNA-LISINA

A regido que codifica o0 RNA transportador de lisina (tRNA-lis) apresentou
cinco alteracdes as quais foram a T8306A em uma amostra de GBM; e as demais,
T8310A, T8325G, A8327G e T8337G todas em ependimomas. Estas alteracdes, apds
serem submetidas aos testes utilizados neste estudo, tanto por alteracdo isolada
guanto agrupadas no conjunto da regido codificante do tRNA-lis, ndo evidenciaram
diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) quando comparadas com as

amostras sem alteracgéo.



Tabela 11: Andlise de Variancia das altera¢c6es encontradas.

ANOVA
Soma dos Graus de
Quadrados liberdade Quadrado Médio (p)
DEL4977pb  Entre Grupos ,075 3 0,025 0,858
Nos grupos 4,415 45 0,098
Total 4,490 48
Del8244A Entre Grupos 2,306 3 0,769 0,014
Nos grupos 8,796 45 0,195
Total 11,102 48
Heteroplasmia Entre Grupos 22,567 3 7,522 0,021
Nos grupos 94,494 45 2,100
Total 117,061 48
G10398A Entre Grupos 1,029 3 0,343 0,261
Nos grupos 11,175 45 0,248
Total 12,204 48
T10400C Entre Grupos ,000 3 0,000 0,172
Nos grupos ,000 17 0,000
Total ,000 20
Del8271-79  Entre Grupos 1,039 3 0,346 0,074
Nos grupos 6,308 45 0,140
Total 7,347 48
A3547G Entre Grupos ,435 3 0,145 0,673
Nos grupos 12,626 45 0,281
Total 13,061 48
INns3883A Entre Grupos ,093 3 0,031 0,870
Nos grupos 5,907 45 0,131
Total 6,000 48
T3552A Entre Grupos 1,942 3 0,647 0,025
Nos grupos 8,466 45 0,188
Total 10,408 48
Del10358 Entre Grupos 773 3 0,258 0,065
Nos grupos 4,492 45 0,100
Total 5,265 48
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que o acumulo de mutacdes no mtDNA esta relacionado com o
aumento da taxa de proliferacéo celular e a inibicdo da apoptose. Células cancerosas
se adaptam a fim de maximizar suas habilidades de sintetizar substratos para
membranas, acidos nucléicos e proteinas, aumentando a taxa de proliferacdo, fator
chave destas células (DING et al., 2010). A auséncia de histonas no mtDNA é um fator
gue contribui para a ocorréncia de mutacdes neste genoma, visto que essas proteinas
desenvolvem um papel protetor no nDNA. Além disso, deve-se levar em conta a baixa
atividade da enzima mtDNA-polimerase em comparacdo a polimerase do nDNA e
também o reparo gendmico ineficiente dependente da excisdo de nucleotideos
(KASSEM et al., 2011).

A mitocbndria esta encarregada de manter o balanco energético celular e
também estd envolvida no disparo da apoptose em resposta ao estresse oxidativo
(YUSOFF et al., 2015). A modificacdo do perfil metabdlico das células tumorais dos
mais variados tipos histologicos tem atraido a atencdo para as alteracdes respiratorias

nas células em frequente processo de mitose.

O rapido crescimento, ao demandar vascularizacao imediata, nem sempre
€ acompanhado na mesma velocidade pelo processo de angiogénese, cuja baixa taxa
de oxigénio aumenta os niveis de ROS, e as chances de morte celular (FEICHTINGER
et al., 2014). Deste ponto em diante, se a célula ndo modificar seu metabolismo, pode
iniciar um processo de necrose ou mesmo de apoptose (FEICHTINGER et al., 2014;
JAROSZ et al., 2016).

Esta adequacdo no metabolismo tumoral, é provavel que seja decorrente
de vaérias alteracbes nos genomas mitocondrial e nuclear, tornando a célula mais
adaptada a baixa tenséo de oxigénio, passando a nutrir-se a partir de outras fontes de
energia (YAKES; VAN-HOUTEN, 1997; PUTIGNANI et al., 2008; FEICHTINGER et
al., 2014).

As alteragOes encontradas neste estudo podem ajudar a elucidar o papel
do genoma mitocondrial na génese tumoral, especialmente no cancer de sistema

nervoso de origem glial.
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5.1. D-LOOP

Acredita-se que algumas mutacdes somaticas que ocorrem na D-LOOP
estao relacionadas com a diminuicdo do namero de copias do mtDNA e consequente
decaimento do metabolismo celular, levando a célula a demandar energia da via
glicolitica. No entanto, o aumento do nimero de copias do mtDNA pode também estar
associado a uma tentativa de compensagdo necessaria a proliferagdo celular
(CHATTERJEE; MAMBO; SIDRANSKI, 2006).

A regido 303-315 do mtDNA, que esta localizada dentro da regiao
hipervariante HVII, & considerada um microssatélite do genoma mitocondrial
(msmtDNA) por sua grande variabilidade (TOKARZ; BLASIAK, 2014) Trata-se de uma
sequéncia de 7 citosinas interrompida por uma timina no nucleotideo 310 e seguida
por outras 5 citosinas, representada pela nomenclatura 7CT5C. A variante 5CT4C é
uma alteracdo comum que, apesar de nao ter demonstrado significancia estatistica
neste estudo, foi previamente descrita, em estado de heteroplasmia, como
relacionada ao risco de cancer de mama, sendo a variagdo mais comum na D-LOOP
neste tipo tumoral (ZHAO et al., 2010; LIU et al., 2011). Em outro estudo, Lee et al.
(2012) relaciona esta alteragdo, também observada em estado heteroplasmico, a
metaplasia de Barrett, uma transformacéo celular pré-neoplasica que ocorre nas
proximidades do esfincter esofagico inferior e, cujo aparecimento, esta intimamente

relacionado com o desenvolvimento do cancer de eséfago.

A insercdo ou delecdo de varios nucleotideos leva a instabilidade do
msmtDNA e pode ser decorrente de replicagdo errada, comumente atribuida ao
surgimento do cancer, de acordo com estudos de Sharma (2005). Uma instabilidade
na regido D-LOOP pode comprometer muitas funcbes deste genoma, até mesmo a
principal via apoptotica pela ativacdo de caspases (PANG et al., 2007). A regido D-
LOOP abriga inteiramente o sitio de transcricdo da cadeia pesada do mtDNA e a
inativacdo da regidao controle deste genoma pode comprometer firmemente tal via
apoptotica pela simples inibicdo da liberacdo do citocromo-c. Ainda, relatos na
literatura sugerem que a ocorréncia de mutagcdes em grande escala na regido HVII
pode afetar a transcricdo e a traducdo, contribuindo para o surgimento do cancer
(SHAKSSALIM et al., 2013).

Ja Oberdoerffer (2007) e Sinclair et al (2012) relacionam a instabilidade de

microssatélites na D-LOOP com o envelhecimento, e Montanini et al (2005), que
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relaciona essas mesmas alteracbes com tumores gliais, citam a prevaléncia de
mutagdes que levam a um mtDNA instavel em individuos de idade avancada. Nossos
dados, no entanto, mostraram-se diferentes dos estudos citados, uma vez que
ocorreram em individuos mais jovens e, ainda, com menor grau tumoral. O fato desta
variante estar presente em individuos mais jovens, mas com cancer de sistema
nervoso, sugere que este tipo de alteragcdo ocorra como consequéncia do ambiente
altamente reativo, provavelmente em decorréncia da demanda energética tumoral, o
que pode acontecer semelhante a Doenca de Alzheimer, onde, a maioria das
alteracdes genéticas e estruturais acontecem cumulativamente ao longo da vida,

culminando com a doenca em individuos com idade mais avancgada.

Em relacdo a variante D310, presente em quatro amostras, mostrou-se
estatisticamente “borderline” quando comparada com o grupo de outras alteracdes (p
= 0,06) da regiao 303-315 ou com o grupo com alelo selvagem (p = 0,08). HU et al
(2014), relacionaram esta alteracdo ao aumento do risco para o cancer de nasofaringe
em relacéo ao alelo selvagem, portanto ndo se deve descartar que o baixo numero
amostral talvez tenha influenciado nossos resultados. Boaventura et al. (2013), em
estudo com linhagem celular de cancer de pele, observaram um aumento de 43% a
mais desta mutacdo em células submetidas a raios ultravioleta em relacdo as nao
irradiadas. Além disso, no mesmo estudo, o autor relata um aumento da prevaléncia
de 77% em pacientes submetidos a altas doses de irradiagdo em comparacao ao

grupo controle, enfatizando o efeito da radiacdo no aumento das mutacdes D310.

As demais alteracfes da regido controle do mtDNA, até o momento, foram
relacionadas com cancer ovariano e cancer oral (TRAPPEN et al., 2007). Apesar de

ja relatadas em estudos com neoplasias, parecem nao ter relacdo com a doenca.

A transicdo T16189C, ocorrida em sitio localizado na regido HVI, é uma
transicao relacionada a descendéncia africana em estudos populacionais (LIU et al.,
2011). Ja a INS16190CC, apesar de ter sido observada em apenas uma amostra em
nosso trabalho, pode estar relacionada a instabilidade do genoma mitocondrial. Este
tipo de alteracéo (indel de mais de um nucleotideo) esta relacionado ao surgimento e
progressdo de diversos tumores malignos como carcinoma basocelular
(BOAVENTURA et al.,, 2014), cancer de prostata (JERONIMO et al.,, 2001) e
astrocitomas (LUETH et al., 2009).
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A transicdo no sitio C16519T foi encontrada em 16 amostras tumorais e
trata-se também de uma variante populacional comum do genoma mitocondrial
(MITOMAP, 2016). Apesar de ser relatada em estudos com populacdes africanas
(BEHAR et al., 2008), esta alteracdo ndo esta relacionada a nenhum haplogrupo
especifico (BILAL et al., 2008) e j& foi descrita como relacionada a varios tipos
tumorais como cancer de ovario (TRAPPEN et al., 2007; BRAGOSZEWSKI et al.,
2008), cancer da nasofaringe (PANG et al., 2008), e a leucemias linfoides (PICCOLI
et al., 2008).

Vérios estudos relatam o sitio 16519, presente na regidao HV-l, como uma
regido nao crucial por nao ser codificante (KIRCHES et al., 2001; PANG et al.,2007;
BILAL et al., 2008). No entanto, esta regido € essencial para a replicacdo do mtDNA
por localizar-se no sitio de ligacdo da membrana, conhecido como 7S (YEUNG et al.,
2014). Trata-se de um importante elemento que atua na D-LOOP como origem de
replicacdo da cadeia pesada, término de ligacdo da cadeia leve e regido de
concentracdo dos promotores da mesma. Muitas moléculas de mtDNA contém uma
terceira cadeia ou fita de DNA conhecida como 7S DNA a qual forma, de fato a alca
de deslocamento (displacement loop), cobrindo a maior parte da regido controle
(YEUNG et al.,, 2014; AKMAN et al., 2016). Esta terceira alca se estende por
aproximadamente 500pb e esta presente em cerca de 1-65% das moléculas de
mMtDNA. A frequéncia da sintese do 7S DNA através de uma regiao elementar para o
genoma mitocondrial implica em um importante papel para a D-LOOP no metabolismo
da mitocdndria, implicando no recrutamento de proteinas e organizacdo do mtDNA
(AKMAN et al., 2016).

Algumas células humanas carregam RNAses mutantes, capazes de reduzir
o RNA em uma isoforma recém descrita chamada R-LOOP no mtDNA. Esse RNA é
semelhante em tamanho e localizagdo ao D-LOOP e complementar ao 7S DNA.
Baixos niveis de R-LOOP estédo associados a agregacao do mtDNA, sugerindo um

papel de organizacao e segregacao desse genoma (AKMAN et al., 2016).

Akman et al. (2016) relatam, ainda, que, com excecédo das regidoes
hipervariantes da D-LOOP, a maior parte da regido controle é bem conservada e a
por¢cdo conhecida como dominio central conservado define a sobreposicéo entre a D-
LOOP e a R-LOOP e sugere um importante papel desse mecanismo na manutencao

e expressdo do mtDNA.
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Semelhante aos estudos de Yeung et al. (2014) com GBM, a frequéncia da
alteracdo C16519T presente em quase metade dos casos (48,28%), porém,
particularmente em nosso estudo, as amostras alteradas concentraram-se em graus
mais baixos e entre 0s pacientes mais jovens. Além disso, com base nas observacdes
de Akman et al. (2016), as alteracdes na regido 16519 podem comprometer a ligagao
do 7S DNA a D-LOOP e, em consequéncia, a replicacao e traducdo do mtDNA. Esse
tipo de alteracéo pode ser um dos fatores determinantes para o aumento do niamero
de copias do mtDNA em células tumorais apds mutacdo na regido D-LOOP (DING et
al., 2010; KASSEM et al., 2011; LIU et al., 2011). Esse aumento ocorre visando manter
um metabolismo ativo e vidvel ao tecido neoplasico garantindo assim o aporte
energético celular (LIU et al., 2016). Além disso, a diferenca significativa em nosso
estudo em relacdo ao predominio desta mutacdo, em uma regido que € considerada
como polimorfismo populacional, nos pacientes mais jovens com CSN, pode estar
relacionada a uma suscetibilidade ao cancer em geral por parte dos portadores do
alelo mutante. Esta hipétese baseia-se nos dados de Yeung et al (2014), cujo trabalho
relata uma frequéncia alélica mutante superior a 50% nos pacientes com GBM e,

comparativamente, presente em aproximadamente 14% de seu grupo controle.

Outro fato que pode ajudar a sustentar a hipétese dessa suscetibilidade
seria a pré-existéncia da alteracao antes do surgimento do tumor. Ainda de acordo
com Yeung et al (2014), a auséncia de heteroplasmia relacionada a C16519T, sugere
gue a alteracao tenha sido herdada. Dados na literatura também citam esta alteracéo
como homoplasmica, o que pode ajudar a reforcar tal hipétese (PANG et al., 2007,
BEHAR et al., 2008; BRAGOSZEWSKI et al., 2008; YEUNG et al., 2014).

As 19 amostras tumorais com mutacfes heteroplasmicas em 17 sitios
diferentes da D-LOOP apresentaram diferenca significativa (p<0,0001 unilateral e
p<0,01 bilateral), no teste de KS, em relacdo as amostras tumorais homoplasmicas,
guando confrontadas as idades de ambos os grupos. A ocorréncia de mutacdes no
genoma mitocondrial, quando ndo confere um beneficio seletivo, pode levar a
apoptose pela via das caspases, a qual é mediada pela liberacdo do citocromo-c pela
mitocondria (FALAVORO et al., 2012).

A heteroplasmia pode ser uma via alternativa que visa a sobrevivéncia
celular e a obtencdo de energia extra como resposta a grande demanda do

metabolismo tumoral. A ocorréncia deste tipo de alteracdo em locais essenciais para
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0 genoma mitocondrial, como o sitio de ligacao 7S, por exemplo, pode comprometer
a viabilidade deste genoma e, dependendo do nimero de copias comprometidas, até
mesmo uma reducado da atividade da organela. Por outro lado, se ha um declinio da
fosforilacdo oxidativa devido ao dano mitocondrial, a célula tumoral pode recorrer a
glicolise em busca de energia (VANDER-HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009).
Nossos dados sugerem que as mutacdes heteroplasmicas estdo associadas ao
aumento do risco de ocorréncia de astrocitomas em relacdo a linhagem celular
homoplasmica, onde as células cancerosas podem beneficiar-se das duas vias de
obtencdo de energia: glicolitica e respiratéria, semelhante a estudo realizado com
cancer de mama (BAI et al., 2011).

5.2. COMPLEXO MITOCONDRIAL |

Os genes que codificam as subunidades ND1 e ND3 desempenham um
papel fundamental na formac&o do complexo | da cadeia de transporte de elétrons.
Essas subunidades formam, junto com as outras subunidades mitocondriais, uma
espécie de poro seletivo na membrana interna, responsavel pela passagem dos
prétons de hidrogénio, o que vai gerar inicialmente um gradiente eletroquimico,
fundamental para o transporte de elétrons e a geracdo de energia para a célula.
Tokarz e Blasiak (2013) relacionam alteracGes deletérias nestas subunidades aos
canceres de colon, pancreas, préstata, tireoide e bexiga. Até o momento, ndo ha

estudo relatando relacdo com tumores do sistema nervoso.

O complexo | é critico para o balanco energético da célula. E onde inicia
todo o processo da cadeia de transferéncia de elétrons, que culminara com a geracao
de energia. Mutacées no mtDNA podem ser classificadas em dois grupos funcionais
em relacdo ao efeito na tumorigénese; neutro ou pro-tumorigénico, o qual permite ou
promove o crescimento tumoral e as mutacdes que desencadeiam a tumorigénese
(IOMARINI et al., 2013).

A insercéo 3883A, no gene ND1, encontrada em quatro amostras, mostrou-
se estatisticamente significante (p<0,01) no teste de KS quando comparada as demais
amostras em relacdo ao grau tumoral, predominando entre as amostras de maior grau.

Este tipo de alteracdo é capaz de promover um efeito semelhante a delecdo de um
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anico nucleotideo, uma vez que é capaz de alterar toda a matriz de leitura e
transcrever aminoacidos diferentes dos originais, comprometendo a estrutura e funcéo
da proteina. As mudancas resultantes desta alteracdo afetam os aminoacidos entre
as posicoes 193 e 203, resultando em uma proteina com 115 aminoacidos a menos,
como resultado de um codon precoce de parada, e sem trés das oitos alcas
transmembrana da regido amino-terminal da proteina. A proteina resultante (figura 22)
desta mutacdo, em razdo de um codon stop precoce na posicdo 203, aparenta uma
estrutura menor, com menor indice de solvatacdo (- 0,45) e torcdo (- 4,04) em
comparacao a normal (- 0,10 e - 5,94, respectivamente). O indice de solvatacao, que
€ o indice de dissolucdo de composto i6nico polar em substancia polar reflete uma
menor interacdo da molécula com o meio, no caso a membrana interna mitocondrial.
Vale lembrar que o gradiente ibnico existente no espaco intermembranar mitocondrial
pode ser comprometido pelo indice de solvatacdo. Em relagcdo a torcdo, a proteina
mutante também apresentou menor indice, o que também pode comprometer a
seletividade do “poro” para o hidrogénio, permitindo a passagem de um numero maior
de prétons ou mesmo de outras moléculas, contribuindo para o aumento do gradiente
hidrogenibnico, reduzindo o pH do espaco intermembranar, o que pode levar a uma
disfuncéo de toda a cadeia de transporte de elétrons e, consequentemente, 0 aumento
da demanda de glicose como resultado na queda da OXPHOS.

Musicco et al (2014) relatam que altera¢gdes do tipo indel no gene ND1, de
um modo geral, resultam em uma proteina do complexo | truncada e pouco ou nada
efetiva. Em seu estudo, onde avalia bioquimicamente células com ND1 alterado,
demonstrou que o prejuizo energético causado pela inser¢cao quase homoplasmica de
nucleotideos, perturba o metabolismo celular, levando a uma reducéo estavel de

componentes dependentes da NADH, ou seja, dependente da OXPHOS.

Em relacéo ao grupo de transi¢ées encontradas neste gene, o teste de KS
também mostrou significancia estatistica (p-bilateral < 0,01; p-unilateral = 0,0017).
Tais dados sugerem que estas alteragcdes sejam mais prevalentes em amostras de
maior grau tumoral. A transicdo A3547G, encontrada em oito amostras tumorais, € um
polimorfismo predominante em populacbes europeias, africanas subsaarianas e
asiaticas. Embora alguns estudos relatem as transicbes como mutagcdes comuns e
que dificilmente resultam em troca de aminoédcido, esta alteragdo provoca a

substituicdo de uma interleucina por uma valina. Somado a isso, o teste de KS mostrou
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significAncia em comparacdo as outras amostras, aparecendo mais prevalente nos
graus tumorais mais altos e com menor intervalo interquartil. Wallace (2013) relata
que, embora mutacdes ndo deletérias sejam frequentes no mtDNA, elas ndo ocorrem
isoladas em processos patolégicos, podendo servir para carrear outras delecdes e
que o mtDNA alterado possui uma taxa de replicacdo maior que o selvagem.
Calabrese et al. (2013) em seus estudos, demonstraram que é necessario um
complexo | funcional para a inducdo do fenétipo Warburg. Os estudos de Calabrese
et al (2013) indicam que existe um mecanismo no qual o complexo | regula a mudanca
glicolitica, permitindo a adaptacéo das células tumorais e continuidade do processo
proliferativo. Seus achados sugerem que existe uma relacdo de mao dupla entre o
fator-induzivel por hipdxia 1a (HIF-1a), fator de resposta celular adaptativa a hipéxia,
e a mitocdndria em que a alteracdo no genoma mitocondrial pode influenciar a geracao

dessa resposta pela HIF-1a como o contrario (CALABRESE et al., 2013).

Ja a transversdo T3552A, presente em seis amostras, também é um
polimorfismo com alelos C/T/A, cuja variacdo esta associada ao cancer de prostata
de fendtipo altamente invasivo (ARNOLD et al., 2015), mostrou-se estatisticamente
significante (ANOVA p = 0,02), em comparagdo com as amostras com o alelo
selvagem, concentrando-se nas amostras de alto grau, corroborando com os achados
de Arnold et al. (2015). Outros estudos relacionaram esta alteracdo a outras doencas
como a neuropatia éptica hereditaria de Leber (MA et al., 2012) ou a propensao ao
desenvolvimento de edema agudo de pulmédo em grandes altitudes (LUO et al., 2012).
Transversdes parecem ter impacto negativo na funcédo das proteinas, promovendo
desordens nos niveis celulares de energia (SLASKA et al., 2015), podendo contribuir

para a alteracdo do metabolismo celular.

Uma nova transi¢céo encontrada neste estudo, G3880A, presente em quatro
amostras, ndo apresentou significancia estatistica. apesar disso, a alteracado desse
aminoacido foi relacionada, até o momento, somente ao glaucoma de angulo aberto
(MOHANTY et al., 2013).

Diferente dos estudos de Kirches et al. (2001), onde os mesmos sugerem
que as transi¢des que ocorrem no mtDNA nédo sejam deletérias por ndo promoverem,
muitas vezes, alteracdo do aminoacido transcrito, neste estudo observamos algumas
alteracOes de AA em transicdes. Estas alteracdes de AA, localizadas no complexo |

da cadeia respiratéria, podem comprometer de forma bastante significativa o processo
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de OXPHOS, acarretando em prejuizo ou mesmo perda de funcdo do genoma
afetado.

Cruz-Bermudez et al. (2013) sugerem que variantes genéticas do mtDNA
sao capazes de modular uma linhagem celular de osteossarcoma e que o crescimento
de células tumorais que carregam o mtDNA mutado provoca apenas leves disfuncdes
na OXPHOS, o que favorece essas células em relacdo ao mtDNA selvagem. Isto pode
explicar o alto indice de diversidade e quantidade de mutac6es no mtDNA encontrado
em células tumorais humanas, muitos dos quais, decorrentes de discretas disfuncdes
mitocondriais. Portanto, qualquer mutacdo no mtDNA que leve a discretas disfuncdes
na OXPHOS pode iniciar um processo de pressdo seletiva (GRZYBOWSKA-
SZATKOWSKA,; SLASKA, 2014).

A complexidade do metabolismo mitocondrial e sua genética peculiar
sugere que 0s mecanismos ligando as mutacdes do mtDNA e a tumorigénese sao
bastante numerosos e muitos ainda precisam ser identificados e interpretados
(IOMMARINI et al., 2014). Segundo Calabrese et al. (2013), o papel do complexo | na
inducao do fendtipo Warburg e a resposta a hipoxia sugere que o complexo | deva ser
considerada como mais do que uma simples enzima que contribui para a funcao
mitocondrial e que pode ser determinante para a alteracdo metabdlica pés-
desregulacéo durante a progressao tumoral. Os resultados do estudo de lommarini et
al. (2013) ressaltam a importancia da producdo de energia por via mitocondrial e
resposta adaptativa a hipéxia na progressao tumoral, evidenciando a ligacdo entre
mutacdes no mtDNA, disfuncdo mitocondrial e tumorigénese. O aumento da glicélise
nao so visa a producdo de ATP, pois a inducdo da via das pentoses, a qual oferta
ribose e NADPH para a biossintese de nucleotideos e proteinas (figura 37), contribui
para a proliferacdo celular e protecdo conta danos do estresse oxidativo (LIN et al.,
2016). Dmitrenko et al. (2005) relatam ainda que a reducao dos transcritos da COI
esta intimamente ligada ao risco para o surgimento de GBM. Os baixos niveis de
genes mitocondriais sugerem a evidencia de que a hipoexpressao, resultante do baixo

namero de copias do mtDNA esta fortemente associado ao surgimento de GBM.
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Figura 37: Esquema ilustrando a via pentose-fosfato (PPP), gerando NADPH e fosfatos. As
hexoquinases mitocondriais (HK1 e HK2) fosforilam glicose em glicose-6-fosfato (G6P) utilizando
preferencialmente ATP derivada da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) que ocorre na mitocondria. Fonte:
adaptado de Hay (2016).

Além disso, muitos estudos mostraram que a perda do complexo Il pode
contribuir para a desestabilizagdo da HIF-1a mediada por ROS, semelhante as
mutacoes deletérias que desestruturam o complexo | (CALABRESE et al., 2013).
Lloyd et al. (2015) levantam a possibilidade do complexo | atuar como um inibidor do
complexo Ill, o qual, por sua vez, age como um gatilho para a apoptose disparada por
via mitocondrial em alguns grupos de GBM. Portanto, as alteracdes no complexo I,
parecem ndo influenciar somente o metabolismo celular, mas, também, o disparo da
via apoptotica mitocondrial. Alteragdes neste complexo podem se firmar futuramente
como critérios de progndstico por ter grande impacto na adaptacdo metabdlica das
células neoplasicas (CALABRESE et al., 2013; IOMMARINI et al., 2013).

Em relacdo ao gene ND3, a delecdo 10358A, presente em trés amostras,
€ uma alteracdo ainda ndo descrita na literatura, e que provoca uma mudanca na
matriz de leitura, semelhante as demais delecdes e inser¢des de base Unica. Embora
tenha ocorrido em poucas amostras, a analise de variancia mostrou uma estatistica
préxima a considerada borderline (p = 0,065), mesmo diante de uma pequena
prevaléncia. Neste caso, um aumento do numero de amostras talvez possa validar

essa alteracdo, confirmando sua influéncia na doenca neoplasica.

A transicdo G10398A, é outro polimorfismo de carater populacional, onde
o alelo A é predominante em popula¢gdes europeias e o alelo G predomina em
populaces de origem africana subsaariana. Esta posi¢do é altamente polimorfica,

cuja variante A é encontrada entre 9-13% em afroamericanos e 79-80% entre
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caucasianos americanos (CZARNECKA et al.,, 2010). Nossos estudos nhao
encontraram diferenga significativa que relacione a alteragdo unicamente dessa
posicdo com o cancer de sistema nervoso, semelhante ao estudo de Mao et al. (2013)
que relata que o polimorfismo G10398A, isoladamente, ndo € um marcador confiavel
para o cancer de mama, uma vez que, é estatisticamente incapaz de modular o risco
para este tipo de tumor. Da mesma forma, Yu et al. (2015) sugerem que a mutagéo
G10398A, por ser um marcador genético muito comum na populacdo humana, pode
nao estar associada com o risco para cancer de mama. Setiawan et al. (2008) também
relatam em seu estudo que a G10398A nao tem relagdo com o risco para cancer de
mama em pacientes afro americanos, porém, relatam que o alelo A tem papel
significativo na producdo de ROS em doencas neurodegenerativas. Os autores
sugerem ainda que a interacdo entre fatores de risco ambientais e genéticos podem
causar discrepancia entre os grupos étnicos, atuando como modificadores de risco
existentes em diversas areas geogréficas, justificando os dados de Darvishi et al.
(2007) que sugerem que o alelo 10398A possui risco significativamente aumentado
para cancer de mama esporadico, e que este alelo aparentemente contribui para o

aumento do risco para o desenvolvimento do cancer de mama na populagao indiana.

Outro trabalho reporta uma maior prevaléncia do gendtipo 10398G em
pacientes com cancer, onde o pH da matriz mitocondrial € mais baixo nas células com
gendtipo 10398A em comparacdo ao gendtipo 10398G (CZARNECKA et al., 2010).
Além disso, os autores relatam que células com alelo 10398A tém maior nivel de calcio
citosolico em relagdo ao G, sugerindo que este fenbmeno esteja associado a um

fenotipo mais agressivo.

A variante 10398A possui maior resisténcia a apoptose, o que pode conferir
uma vantagem seletiva que permite, além da progressdo, um aumento da
agressividade por estar mais presente nas linhagens metastaticas (KULAWIEC,;
OWENS; SINGH, 2009) e ao aumento do céancer cervical altamente invasivo
(CANTER et al., 2005). Arnold et al. (2015) também relacionam a presenca do alelo
mutante a ocorréncia de metastase 0ssea decorrente de cancer de préstata. Além
disso, esta variante possui maior nimero de copias em relacdo a 10398G em cultura
células de cancer cervical. O alto niumero de copias de mtDNA, associado a presenca
do alelo 10398A, foi relatado como um marcador em potencial de mau prognostico de

cancer de pulmdo de ndo pequenas células. A redugdo do numero de coépias
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associado a este alelo pode levar a disfungdo mitocondrial, além de, influenciar na
resposta da sensibilidade a terapias anticancer (XU et al., 2013). Outro estudo relata
gue o aumento do numero de copias de mtDNA associado ao alelo 10398A sugere
pior prognostico para cancer cervical (FENG et al., 2015). Apesar da auséncia de
dados que relacionem alteragfes estruturais comparando as células com os diferentes
alelos (10398A e 10398G), uma hipétese é que a variante 10398G esteja relacionada
com o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
consequéncia da alteracdo do complexo I. Outra hipotese € que 10398G seja um
modificador de risco tumoral de baixa penetrancia, mas que associada com outras
alteracbes no mtDNA pode promover o desenvolvimento do céncer como
consequéncia de dano nao especifico no DNA, porém com causa e efeitos ainda ndo
avaliados até o momento (CZARNECKA et al., 2010).

Singh et al. (2014) relatam que a alta producdo de ROS decorrente de
alteracBes no mtDNA resulta em aumento no estresse oxidativo, afetando proteinas
envolvidas na via de proliferacdo celular. Os autores também propuseram um modelo
onde genes codificadores do mtDNA, principalmente ND3, devido ao ambiente rico
em ROS, podem desestabilizar a taxa de equilibrio apoptose/nao-apoptose através
de regulacdo epigenética, facilitando a transformacao de células pré-cancerosas em
malignas. Em outro estudo, Canter et al. (2005) sugerem que a mudanca nao
conservativa de aminoacido resultante deste polimorfismo pode resultar em aumento
do “vazamento” de elétrons e geragao de ROS, contribuindo para mutacées no nDNA
e mtDNA e disfuncéo mitocondrial cumulativa, sugerindo, portanto, que o alelo 10398A

resulta na codificagdo de um complexo | menos eficiente em comparagéo ao alelo G.

Um fator de risco ja estabelecido para o cancer de mama é o alcool, devido
ao aumento dos niveis do metabdlito acetaldeideo, um tipo de ROS que aumenta o
nivel de estresse oxidativo (PEZZOTTI et al., 2009). Os estudos com o alelo 10398G
sugerem que esta variante tenha um menor potencial de gerar ROS. Isto, em conjunto
com a observacdo profissionais da area da saude que ndo consomem alcool
mostraram uma reducdo de 21% do risco de cancer de mama em comparagdo ao
grupo nao etilista portador do alelo A, e cerca de 33% menor em relagéo ao grupo de
alelo A etilista (PEZZOTI et al., 2009). Outro dado que pode ajudar a sustentar a
hipotese de um maior risco da populacdo paraense ao esta nos estudos de Garcia e

Freitas (2013) que relatam uma maior prevaléncia no consumo abusivo de alcool pelas



89

regides Norte (14,2%) e Nordeste (15,65) em relacdo a média nacional (13,7%), com
destaque para o sexo masculino (23,1% e 25,5% respectivamente)

Quando avaliada em associacdo, as alteracbes G10398A e T10400C
apresentaram aumento do risco de 61,09% [IC 2,37 — 16,88 (p = 0,003)] para o cancer
do sistema nervoso de alto grau em relacdo as amostras com os alelos selvagens.
Esse resultado € semelhante aos dados relatados no estudo de Li et al. (2016), que
sugerem que a ocorréncia destas alteracdes associadas confere um aumento do risco
para a iniciagdo do cancer cervical em populacdes chinesas, além do aumento do
risco para o cancer de mama em populacdo polonesa (GRZYBOWSKA-
SZATKOWSKA, L; SLASKA, B, 2014). Esta associacao foi descrita por Silva-Jr et al.
(2002) como um haplétipo comum (A e C) que ocorre em populacdes asiaticas,
amerindios e siberianos. Embora sejam populacdes de origens geograficas distintas,
asiaticos e amerindios ja foram relacionados a um ancestral comum (BURBANO et
al., 2012) devido a suas semelhancas genéticas, especialmente no que diz respeito
ao genoma mitocondrial. Esta associacdo pode sustentar uma hipétese de
susceptibilidade de ambas as populacdes, asiatica e amerindia, ao cancer, quando os

dois alelos mutantes estao presentes.

5.3. COMPLEXO MITOCONDRIAL IV

Na regido que codifica 0 gene mt-CO1 do complexo mitocondrial IV, seis
novas alteracfes foram descritas neste trabalho. A delecao del7175T, encontrada em
apenas duas amostras parece nao ter relacdo com a doenca neoplasica, semelhante
ao estudo recentemente reportado por Richads et al. (2015), o qual relata a mesma
como uma alteracdo benigna. Particularmente, a delecdo del7181C apresentou
significAncia estatistica quando comparada as idades dos grupos com e sem a
alteracdo, o que sugere uma relacdo desta delecdo com a doenga neoplasica em
pacientes jovens. O bloxplot (figura 27) mostra que a concentracao dos individuos que
apresentaram essa alteracédo € de, no maximo, vinte e dois anos, e a mediana € de
um ano de idade, o que evidencia clara diferenga entre 0s grupos. A ocorréncia deste
tipo de alteracdo por ser mais frequente em individuos mais jovens, pode estar
relacionada a progressao tumoral, semelhante aos estudos de Ohgaki et al. (2013),

gue também relatam que a predominancia de muta¢cées no mtDNA em individuos mais
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jovens pode conferir um carater rapidamente progressivo nos tumores do sistema
nervoso humano. Portanto, esse tipo de mutacdo pode sugerir uma propensao a
progressdo de tumores menos agressivos, em individuos jovens, até um GBM
secundario. LIN et al. (2016) relatam que células-tronco tumorais com alteracées no
MtDNA no complexo IV tém alta atividade invasiva e sdo altamente resistentes a
agentes quimioterapicos. As mutacdes neste complexo, de um modo geral, quando
alteram a estrutura da proteina, parecem influenciar positivamente a proliferacéo

celular, contribuindo para a progressao tumoral (LLOYD et al., 2015).

No gene mtCO1 foi identificado um rearranjo em cinco amostras de
aproximadamente 180 pb: uma inverséo entre as cadeias leve e pesada com repeticao
da cadeia leve. Embora as andlises estatisticas ndo tenham atribuido diferenca
significativa em relacdo as demais amostras, este rearranjo ocorreu em cinco
amostras de origem astrocitaria, sendo duas em GBM. Yang et al. (2013) observaram
a ocorréncia de repeticdes diretas e invertidas no mtDNA de camundongos, atribuindo
uma reducao na expectativa de vida com repeticdes invertidas. Relataram, ainda, que
ambas as inversfes sdo cumulativamente relacionadas com a idade, especialmente
em células do cérebro e do coracdo. Nossos dados discordam dos dados de Yang et
al (2013), uma vez que a média etaria dos pacientes portadores da alteracéo foi de 43
anos, ocorrendo em trés pacientes abaixo dos 50 anos de idade (14, 31 e 46 anos).
Dimberg et al. (2014), descrevem um mecanismo de dupla delecéo e inversao de fitas
(figura 38) em umas das amostras entre as regiées 8290 e 13117, relatando ser o
primeiro caso de inverséo longa (515 pb). Nossos estudos relatam um mecanismo
inédito de repeticao e inversao de fitas na regiao codificante do mtCO1 sugerindo que,
dentre outras alteracdes encontradas, pode ser uma alteracdo caracteristica de

cancer do sistema nervoso originarios de astrocitos.
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Figura 38: Rearranjo de 515pb no mtDNA apés dupla delecdo. Fonte: Adaptado de Dimberg et al.
(2014).

Dentre as alteracdes apresentadas na subunidade da mtCO2, a Unica com
significancia estatistica (p = 0,014) foi a del8244A, ainda nao relatada na literatura,
predominando entre os astrocitomas (100% das amostras) e entre as amostras de alto
grau. A delecdo ocorre no nucleotideo central da trinca que codifica a glutamina da
regido carboxiterminal da subunidade Il da citocromo oxidase (mtCOZ2). Esta delecao
pode comprometer a OXPHOS, contribuindo para o aumento da demanda glicolitica.
Esta alteracdo, dentre outras, pode contribuir para a alteracdo metabdlica conhecida
como efeito Warburg. Em estudo recente, Alam et al. (2016) relatam que a glutamina
€ o combustivel oxidativo preferido das células tumorais mas que, apesar disto, estas
células podem usar uma variedade de combustiveis como a glicose, a propria
glutamina, acidos graxos e acetato. Os autores concluem que a respiracao
mitocondrial pode ser reestabelecida nas células tumorais com defeito na OXPHOS
(em especial no complexo V), o que é critico para a iniciagdo e metastase de diversos
tipos tumorais. Nosso estudo corrobora com os dados de Alam et al. (2016) uma vez
que, com o predominio em individuos com tumores de alto grau, esta transformacgéao

pode estar associada com a progressao tumoral.

A delecdo de 9 nucleotideos del8271-79, que ocorre em regido nao

codificante, entre a mtCO2 e a regido que codifica o tRNA de lisina, foi encontrada em
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cinco amostras e ndo parece estar associada a doenca neoplasica. A alteracao é
relatada como um polimorfismo (-/ACCCCCTCT) ainda nédo validado no banco de
dados do NCBI (WARNICH, 2013), embora Ren et al (2016) sugiram que este seja
um marcador em potencial para carcinoma hepatocelular, ndo existem dados que

confirmem tal relagdo, semelhante aos nossos dados.

Na subunidade mtCO3, a transicdo encontrada na posicdo 9540 foi
encontrada em sete amostras como T9540C/G. Esta alteracdo foi previamente

associada a neuropatia optica hereditaria de Leber (KUMAR et al., 2012).

As delecbes DEL9541T e DEL9545T, embora ndo tenham apresentado
significAncia estatistica, provocam alteragcdo na matriz de leitura, inviabilizando o
produto génico da regido ou do gene onde ocorre. A del9548G, localizada na regido
do polimorfismo G/A parece também desempenhar papel semelhante. A
heteroplasmia HP9588G/A, que foram encontradas em 13 amostras, isoladamente
parecem nao estar associadas de forma direta na progresséo dos tumores do sistema

nervoso de origem glial (p = 0,06).

Foi observado previamente que o0s astrocitomas séo caracterizados
frequentemente por baixos niveis de complexos respiratérios IV e uma reducéo
gradual de complexos | a medida que o grau deste tipo tumoral aumenta
(FEICHTINGER et al., 2014). Outro estudo (BREUING et al., 2011) relata que
deficiéncia nos complexos | e IV em tumores astrociticos serve de apoio para o modelo
das células-tronco neurais, onde essas alteracdes podem ser um evento precoce no
desenvolvimento tumoral. Alteracdes nos genes mitocondriais que codificam as
proteinas do complexo IV estdo associadas aos canceres de célon(BAl et al., 2011),
pancreas (JONES et al., 2001), prostata (ARNOLD et al., 2015) e tireoide (MAXIMO
et al., 2012), ndo tendo, até 0 momento, associacdo com as neoplasias malignas do
sistema nervoso humano, especialmente em se tratando das dele¢cdes DEL7181C, no
gene da mtCO2, significativamente relacionada ao cancer em pacientes com idades
mais avancadas e presentes em quase todos os tipos histolégicos deste estudo
(exceto gliossarcoma); e a DEL8244A, presente nas amostras de alto grau,
predominando naquelas de origem astrocitaria, podem ocasionar um defeito na
OXPHOS, contribuindo assim para o surgimento do fenétipo tumoral de alto grau mais
propenso, inclusive, a metastase (ALAM et al., 2016). Altera¢cbes funcionais no

complexo IV sdo candidatas em potencial a marcadores de inicio da formacéo de
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gliomas (LLOYD et al., 2015). Se essas muta¢des funcionais no mtDNA contribuirem
de alguma forma para a gliomagénese e, com auxilio de parametros-chave de
correlacéo clinica, como idade do diagndstico, resposta terapéutica e sobrevida, isto
impactard na maneira como 0s subgrupos de GBM poderdo ser abordados

futuramente.

5.4. COMPLEXO MITOCONDRIAL V

Em relacdo as regides que codificam as subunidades 6 e 8 do complexo V
mitocondrial, as seis transi¢des relatadas nao apresentaram valor significativo, porém,
trés delas resultam em alteracdo de aminoacido. A G8584A altera 0 aminoacido 20 da
ATP6 (Ala = Thr), e a C8414T altera o aminoacido 17 (Leu =» Phe) da ATP8. Tais
alteracdes ndo parecem causar um efeito deletério, apesar da mudanca. Outra
transicdo, G8994A, encontrada em uma Unica amostra de gliossarcoma, segundo
Knoll et al. (2014), esta associada a obesidade, sendo mais frequente nos individuos
do género masculino. Tais dados corroboram os estudos de Klonisch et al. (2016) e
Blomain et al. (2016) os quais, através de estudos com peptideos da familia dos
receptores de insulina e hormdnios sinalizadores da guanilil ciclase-c,

respectivamente, relacionam a obesidade a predisposi¢cao ao cancer.

Inicialmente, para inclusdo das alteracbes das amostras como
heteroplasmicas, nos baseamos nos estudos de Berger et al. (2011) o qual relatam,
apos estudos comparativos com sequenciamento de alta performance e comum, que
este tipo de alteracdo pode ser determinado pelo padréo do pico no cromatograma.
Em muitos casos, os picos podem alcancar uma proporc¢éo de 1:1 a 1:0,80, alterando
a leitura do nucleotideo. Porém, alguns picos, mais baixos, embora possam levantar
duvidas, devem ser considerados, pois, segundo Sachadyn et al. (2008), a altura do
pico ja pode ser considerada como heteroplasmia a partir de 50% do pico original. Lim
et al. (2008) reforcam a informacédo ao analisar a area dos picos heteroplasmicos, o
qual classifica como heteroduplex, sugerindo que a heteroplasmia esta estabelecida
guando a area dessa heteroduplex ultrapassa a metade da area do pico nativo. A
partir dessas informacdes, analisamos as heteroplasmias encontradas em nossos

estudos.
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Em estudo com estas regibes em cancer de mama, Grzybowska-
Szatkowska et al. (2014) sugerem que, mesmo que 0 genoma mitocondrial ndo seja
submetido a recombinagcdo, o mtDNA ¢é corrigido através de “carona genética”
(hitchhiking) o que causa heteroplasmia e, na proxima gerag¢édo, homoplasmia. O autor
relata ainda que, quando a heteroplasmia acarreta beneficio para a célula, pode levar
a eliminacao do alelo selvagem, o que explicaria a homoplasmia da geragédo seguinte.
Em estudo com populagdes chinesas, Thapa et al. (2016) sugerem que alto nivel de
ingestao de gordura animal em idade reprodutiva esta associada ao aumento do risco
para cancer de mama nessa populacdo chinesa. Semelhante ao observado nas
mutacdes ocorridas no complexo I, que relaciona predisposicéo étnica ao risco para o
cancer, este € outro achado em comum com popula¢cGes asiaticas e a populacéo
paraense (MONTEIRO; CONDE, 1999; NEUTZLING et al., 2007), que também
apresenta consumo frequente de dietas ricas em gordura e pobre em fibra, sugerindo
uma suscetibilidade em comum nos portadores das variantes descritas. Outra
semelhanca com os estudos de Thapa, € o relato do autor de que as alteracdes no
gene ATP6 predispdem muito mais ao risco de cancer de mama nessa populagédo em

comparacao ao ATPS.

5.5. ALTERACOES NO tRNA-LIS

O RNA transportador de lisina também € codificado pelo mtDNA.
Alteracdes nesta regido podem dificultar a atividade nos ribossomos relacionadas a
sintese proteica de qualquer natureza. Algumas alteracBes ocorridas nesta regiao,
relatadas na literatura, estdo relacionadas a diversas patologias como Doenca de
Parkinson (HORVAT et al., 2007), cardiomiopatias (VALLANCE et al., 2004) doencgas
desmielinizantes, (EROL et al., 2009) ou epilepsias (WIEDEMANN et al., 2008).
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5.6. DELECAO 4977pb + MUTACAO ND1/ND3

As delecbes 4977 estao presentes em 22 (81,48%) amostras, sendo estas
oito astrocitomas (100%), dois oligoastrocitomas (100%), trés oligodendrogliomas
(100%), dois ependimomas (40%), um gliossarcoma (100%) e seis glioblastomas
(75%).

Trata-se de uma delecdo comum, bastante frequente em doencas
relacionadas com a idade avancada. A ocorréncia desta delecdo compromete, no
genoma afetado, a ATP6, parte da ATP8, a CO Ill, a ND3, ND4, NDA4L, e parte da
ND5, além dos tRNA de glicina, arginina, histidina, serina e leucina. Embora esta
delecdo atribua um grande prejuizo ao genoma mitocondrial, as heteroplasmias
podem exercer um efeito compensatério ao assumir a demanda dos genomas
portadores da delecdo. Apesar disso, as amostras com a delecdo 4977 e
heteroplasmia apresentaram diferenca em relacdo as demais em relacdo ao grau de
estadiamento (MW p-unilateral= 0,026; p-bilateral= 0,042; teste-t p-unilateral= 0,0179;
p-bilateral= 0,035), sugerindo que o “mecanismo” gerador da heteroplasmia possa
atuar com a finalidade de compensar o genoma lesado pela delecdo. Além do mais,
por tratarem-se de modificacbes ndo deletérias neste genoma, o que demanda um
tempo consideravel, sugere-se que os GBM que contenham estas duas alteracdes

podem ser de origem tumoral menos agressiva, ou seja, um GBM secundario.

Louis et al. (2016) sugerem que os tumores gliais com mutacdo em
qualquer dos genes IDH (1/2) tem origem a partir de um fenétipo menos agressivo, 0
que lhe confere um carater progressivo, ao contrario daqueles com IDH selvagem, os
quais, no caso dos GBM, podem ser classificados como primarios, segundo esses
critérios. Em um estudo prévio com as mesmas amostras deste trabalho, Pessba et
al. (2015) descrevem um perfil homogéneo das amostras de GBM para os genes IDH,

sugerindo que todos sejam primarios.

Ohgaki et al. (2013) sugerem que, embora infrequentes, os GBM
secundarios com IDH1/2 selvagem existem e sédo derivados, em sua maioria, de
gliomas anaplasicos (grau lll), enquanto que os GBM com IDH1/2 mutante originam-
se de gliomas de grau Il. O mesmo estudo relata ainda que 90% dos GBM séao
primarios e com prevaléncia em individuos acima dos 55 anos, o que difere de nossos
dados, onde 50% das amostras de GBM esta abaixo de 50 anos. Embora apresentem-

se distintos da literatura, essas amostras descritas em nosso estudo ainda podem ser
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incluidas no grupo de GBM secundario, ou seja, com IDH1/2 selvagem, mas
originarios de gliomas de grau Ill. Como suporte, todas as quatro amostras de GBM
com idade inferior a 50 anos apresentaram a delecdo 4977pb somadas a significantes
alteragdes no ND1 e/ou ND3. As Unicas amostras com IDH mutante eram astrocitomas
anaplasicos (grau lll), oligoastrocitomas (grau Ill) e oligodendroglioma (grau Il) e, com
excecao do oligodendroglioma, todas com faixa etaria superior a 50 anos.

Quando ocorre concomitantemente a delecdo 4977pb e alguma alteracao
no ND1, o Odds ratio relata um risco de 36,36% (p= 0,0174) com aumento relativo do
risco de 114%. Quando ha a delecédo 4977pb e a alteracdo ocorre no gene ND3, o
risco € de 31,82% (p = 0,0351) e o aumento relativo do risco é de 36% (p= 0,046).
Esses dados podem apontar para o mesmo efeito compensatorio que ocorre na
heteroplasmia, visto que, quando a alteracdo ocorre em apenas umas das
subunidades (ND1/ND3) somadas a delecédo 4977, significa que a outra subunidade
ainda é funcional e talvez possa desempenhar seu papel metabdlico. Com a
ocorréncia de uma GD e apenas uma das subunidades do complexo | alterada (ND1
ou ND3), parece aumentar o risco de progressado da doenca neoplasica. Em andlise,
essas amostras de GBM que apresentaram a delecdo 4977pb associada a alteracéo
no ND1/ND3, conferindo um gendtipo favoravel a progressédo para um tipo de maior
malignidade e refor¢a a sugestédo do valor prognostico destas alteracées associadas

como um marcador de valor prognéstico (figura 39).
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Apoptose

Figura 38: Correlacdo entre a delecdo 4977pb e as alteracfes encontradas nos genes ND1 e ND3
ilustrando as condicdes de coexisténcia e possivel valor progndstico.

Por outro lado, a coexisténcia de GD, alteracdes nos genes ND1 e ND3,
simultaneamente, mostram uma reducgéao relativa no risco de 85% e uma reducéo
absoluta de 77,27% (p<0,0001). Embora pareca contraditorio, o resultado sugere que
a ocorréncia destas trés alteracfes, quando simultaneas, possa causar um dano
mitocondrial que dificulte a sobrevivéncia da célula, o que poderia servir como um

marcador de melhor progndstico em relacao as demais amostras (figura 38).
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6. CONCLUSAO

e ADEL7181C parece estar relacionada com o surgimento da doenca
em pacientes de idade avancada,;

e Atransicdo T16189C, presente na D-LOOP, relaciona-se fortemente
com o risco para o surgimento da doenca neoplasica;

e A transicdo C16519T, também presente na D-LOOP, pode estar
associado a uma disfuncédo mitocondrial por localizar-se no sitio de
ligacdo do 7S DNA, comprometendo a transcri¢cao e a traducdo dos
genes do mtDNA.

e As alteragcbes encontradas no complexo | parecem ser
determinantes para o0 surgimento e progressao dos tumores
malignos gliais, estando relacionadas com o risco para a doenca de
alto grau;

e A INS3883A, presente no gene ND1, pode comprometer
gravemente a proteina codificada pelo gene, o que pode levar a uma
disfuncdo de toda a cadeia de transporte de elétrons e,
consequentemente, o aumento da demanda de glicose como
resultado na queda da OXPHOS.

e A DEL8244A, no gene da mtCO2, parece estar relacionada com o
surgimento de astrocitomas de alto grau, podendo ser, futuramente,
validada com um marcador tumoral de boa afinidade para este tipo
histolégico;

e Adelecdo 4977pb, quando associada a alteracbes em um dos genes
ND1 ou ND3 sugere associacdo a0 mau prognostico da doenca
neoplasica, podendo estar ligado a progressado tumoral. Porém, a
coexisténcia dessa delecao e das alteracbes nos dois genes pode
estar relacionado a um melhor progndstico provavelmente devido ao

grave dano no genoma mitocondrial.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR DA UFPA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
A Universidade Federal do Para, em colaboragdo com o Hospital Ofir Loyola, esta desenvolvendo uma

pesquisa que permitira conhecer melhor os mecanismos que ocasionam o desenvolvimento de tumores do sistema
nervoso, através da identificacdo das alteragdes genéticas associadas ao quadro clinico do paciente e exame
histopatoldgico. Estes estudos séo realizados em pequenos fragmentos de tecido neoplasico removido por cirurgia
e trara novas informacgdes sobre aspectos genéticos relacionados a este quadro clinico.

Vocé esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagnéstico e/ou tratamento de
algum tumor de sistema nervoso e ha a necessidade da remogao de material bioldgico relacionado a esta
enfermidade. Parte do material retirado serd encaminhada para exames laboratoriais, necessarios para o
diagnéstico definitivo. O restante do material néo utilizado é armazenado para novos exames, se Necessario.

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

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

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

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

fornecida.

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

Assinatura do Paciente ou Responsavel
NOME. .
RG: ..o






