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RESUMO

Os gliomas sdo os tumores cerebrais primarios mais frequentes, representando
mais de 70% de todas as neoplasias primarias do SNC. Sao neoplasias
histologicamente heterogéneas e classificadas pela Organizagdo Mundial de Saude
em diferentes graus, de acordo com suas caracteristicas celulares e sua capacidade
de invasdo. Os astrocitomas, oligodendrogliomas e os tumores de células
ependimdrias representam os tipos de gliomas. Em gliomas ocorrem alteracdes de
diferentes vias de sinalizacéo e a partir do conhecimento dessas alteragbes poderao
ser estabelecidas formas de diagnostico desses tumores; bem como podera ser feito
um melhor progndstico. Além disso, essas vias de sinalizagdo sdo importantes como
potenciais alvos terapéuticos. As alteracées moleculares presentes nos diversos tipos
e subtipos de gliomas podem ser diferentes, sendo importante para o conhecimento da
doenca e podendo ser util para o diagnostico. Assim, estudamos no presente trabalho,
por métodos moleculares e imuno-histoquimicos, a frequéncia de polimorfismos e
mutagdes em PTEN, KRAS, BRAF, IDH1 e IDH2 e a expressdo de PTEN, BRAF,
TGF-B e Ki-67 em associagdo com as caracteristicas clinicas de 38 pacientes com
gliomas. Na analise de sequenciamento, detectamos uma mutacdo silenciosa em
PTEN em uma paciente portadora de glioblastoma multiforme e a mutagédo R132H em
IDH1 em um paciente portador de astrocitoma de baixo grau. Nos demais genes
avaliados, ndo detectamos mutagfes ou polimorfismos. Encontramos diferenca
significativa entre a maior expressdo de Ki-67 nos tumores de alto grau quando
comparados aos tumores de baixo grau, bem como, superexpressdo de BRAF nos
gliomas de grau Il e IV, quando comparados aos gliomas de grau I. Na andlise de
expressao do receptor de TGF-B Il, observamos expressdo aumentada da proteina
nos gliomas em comparacdo aos tecidos normais. Tanto em TBRII quanto em PTEN,
ndo observamos correlacdo entre a expresséo e o estadiamento de gliomas. Nossos
dados demonstram que gliomas apresentam superexpressao de BRAF, independente
da presenca da mutacdo BRAFV600E. A alteracdo de expressao entre os graus pode
estar associada a progressdo maligna desses tumores. Gliomas apresentam
expressao aumentada de TRRII, independente do grau histolégico dos tumores,
indicando um papel da via de TGF-B na patogénese dos gliomas. A associagcdo da
expressao de PTEN e gliomas ndo pode ser demonstrada. Ndo detectamos alteracdes
nos genes KRAS e BRAF, entretanto ndo podemos descartar a importancia de tais
genes na formacgdo dos gliomas. Estudos com numeros maiores de amostras de
gliomas com o mesmo estadiamento tumoral sdo necessérios para avaliar a influéncia

de PTEN, KRAS e BRAF na formacéo e progressao de gliomas.
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ABSTRACT

Gliomas are the most common primary brain tumor, accounting for over 70% of all
primary CNS neoplasms. They are histologically heterogeneous tumors and classified
by the World Health Organization to varying degrees, according to their cellular
characteristics and its invasiveness. The astrocytomas, oligodendrogliomas and
ependymal cell tumors represent the types of gliomas. In gliomas, changes occur in
different signaling pathways and from the knowledge of such changes it may be
established ways of diagnosis of these tumors; and a better prognosisi can be made.
Moreover, these signaling pathways are important as potential therapeutic targets. The
molecular alterations present in various types and subtypes of gliomas may be
different, and it is important for the understanding of the disease and may be useful for
diagnosis. Thus, we studied in this work, molecular and immunohistochemical
methods, the frequency of polymorphisms and mutations in PTEN, KRAS, BRAF, IDH1
and IDH2 and the expression of PTEN, BRAF, TGF- and Ki-67 in association with
clinical features of 38 patients with glioma. In sequence analysis, we detected a silent
mutation in PTEN in a patient with glioblastoma multiforme, and the R132H mutation in
IDH1 in a patient with low-grade astrocytoma. In the remaining genes, we did not
detect mutations or polymorphisms. We found a significant difference between the
highest Ki-67 expression in high grade tumors compared to low grade tumors, as well
as overexpression in BRAF Il and grade IV gliomas, when compared to the | grade
gliomas In expression analysis TGF- Il receptor, increased expression of the protein
observed in the glioma compared to normal tissues. Both TBRII as in PTEN, we found
no correlation between the expression and the stages of gliomas. Our data
demonstrate that gliomas have superexpression of BRAF, regardless of the presence
of BRAFV600E mutation. The change in expression between grades may be
associated with malignant progression of these tumors. Gliomas have increased
expression of TRRII, irrespective of the histological grade of the tumors, suggesting a
role for TGF-B pathway in the pathogenesis of gliomas. The association of PTEN
expression and gliomas can not be demonstrated. We did not detect changes in the
KRAS and BRAF genes, but we can not rule out the importance of these genes in the
formation of gliomas. Studies with larger numbers of samples of gliomas with the same
tumor stages are needed to assess the influence of PTEN, KRAS and BRAF in the

formation and progression of gliomas.
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1. INTRODUCAO

1.1Tumores do Sistema Nervoso Central

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) séo representados por um grupo
heterogéneo de neoplasias benignas e malignas, incluindo gliomas, meningiomas,
meduloblastomas, schwannomas, craniofaringiomas e gangliogliomas.

As caracteristicas e complexidade desse sistema dificultam o tratamento dos
processos neoplasicos, sendo a sobrevida média dos pacientes curta, apesar de
serem utilizadas terapias agressivas que incluem cirurgia, radio e quimioterapia (Louis,
2006).

Assim, esses tumores representam um grande desafio para pacientes, médicos e
pesquisadores. Geralmente, estdo localizados em regibes de acesso dificil,
complicando ou até mesmo, impossibilitando o procedimento cirargico de resseccao.
O risco de comprometimento das funcbdes do cérebro e o carater essencial da
integridade do SNC para a vida humana demonstram a necessidade de estratégias
novas e mais eficazes de diagndéstico, progndstico e tratamento dessas neoplasias
(Louis, 2006; Gupta, 2012; Ricard, 2012).

1.1.2 Incidéncia de tumores do SNC

Os tumores primarios do SNC tem origem no tecido cerebral e sao classificados
pelo tipo de células do qual se originam (Louis, 2006; Louis et al., 2007).

Essas neoplasias sdo mais frequentes entre a quinta a oitava décadas de vida e,
embora raros, sua incidéncia e mortalidade tém aumentado em muitos paises,
incluindo o Brasil, especialmente entre a populacéo idosa. (Monteiro & Koifman, 2003;
Dolecek et al., 2012).

Dados mundiais da incidéncia de tumores do SNC revelaram que a incidéncia é
mais elevada em homens do que em mulheres, ocorrendo cerca de 3,7 e 2,6 casos
em cada 100.000 pessoas por ano, respectivamente. Na Europa Ocidental, a
incidéncia de tumores do SNC é mais elevada, aproximadamente, 6,7 e 4,5 casos em
cada 100.000 homens e mulheres por ano, respectivamente (Dolecek et al., 2012).

O diagndstico de tumores do SNC nos paises mais desenvolvidos é mais
frequente do que nos paises menos desenvolvidos. Estas diferencas podem ser
consequéncia de praticas diferentes de diagnostico e acesso a tratamentos de saude
mais adequados (Ohgaki & Kleihues, 2005).
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A anadlise étnica de 8.947 casos de tumores primarios do sistema nervoso central,
realizados pelo Instituto de Patologia das Forcas Armadas Americanas (AFIP),
mostrou que os gliomas sdo duas vezes mais frequentes em caucasianos do que em
negros. De modo semelhante, o Centro de Registro de Tumores Cerebrais dos
Estados Unidos (CBTRUS) mostra que a taxa de incidéncia dos glioblastomas e de
gliomas é aproximadamente duas vezes maior em caucasianos do que em negros
(Fan e Pezeshkpour, 1992).

Dentre os tumores cerebrais primarios, os gliomas sdo os mais frequentes,
representando mais de 70% de todas as neoplasias primarias do SNC (Ohgaki &
Kleihues, 2005; Louis et al., 2007; Ohgaki & Kleihues, 2009).

1.1.3 Gliomas

Os gliomas séo neoplasias histologicamente heterogéneas, sendo classificados
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em diferentes graus, de acordo com suas
caracteristicas celulares e sua capacidade de invasdo. A classificacdo da OMS
representa uma escala de malignidade, considerando o comportamento clinico e
biolégico das neoplasias, o0 perfil genético e o progndstico dos tumores, influenciando
a escolha de terapias, incluindo protocolos de radioterapia e quimioterapia (Louis et
al., 2007).

Ao contrario de alguns tipos de tumores, a ado¢éo de certas medidas preventivas,
como mudangas de estilo de vida, ndo sdo eficientes no tratamento dos gliomas. Os
metddos diagndsticos e de tratamento precoce utilizados até o presente, nao
modificam de maneira significativa o prognéstico e os resultados, inviabilizando a
utilizacdo de métodos de rastreamento para esta doenca (Omuro & De Angelis, 2013).

A gliomagénese, assim como ocorre em outros tecidos, acontece por um
acumulo de alteragcBes genéticas e epigenéticas que podem afetar a regulacdo do ciclo
celular, sobrevivéncia das células, invaséo tecidual e angiogénese.

A origem dos gliomas ainda é desconhecida e gera muitas controvérsias, uma
vez que ndo esta determinado se resultam da transformagdo de uma célula tronco
neural, de células precursoras indiferenciadas ou de células gliais diferenciadas
(Sanson et al., 2004; Louis et al., 2007). A idéia mais aceita atualmente, considera que
os gliomas se originam a partir de células gliais diferenciadas. No entanto, evidéncias
recentes sugerem que um subconjunto de células cancerosas, denominado células de
propagacdo do cancer (BCPCs) ou cancer stem cell-like, possa ser a base do
crescimento de diferentes tipos de cancer (Cariati & Purushotham, 2008). As BCPCs

foram isoladas a partir de diferentes tipos de tumores, incluindo tumores cerebrais
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primarios, tais como o glioblastoma, meduloblastoma e ependimoma (Figura 1) e
constituem um foco importante de estudos, atraindo atencdo consideravel de
pesquisadores (Singh et al, 2004; Sanai et al, 2005; Hadjipanayis CG & Van Meir EG,
2009; Baronchelli et al, 2013).
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Figura 1: Diferenciagdo normal do SNC e inicio da formacgao tumoral.

As células tronco neurais (CTN) irdo se diferenciar em células progenitoras neurais e gliais. Os progenitores
neurais irdo se diferenciar em neurdnios, enquanto os progenitores gliais, poderdo originar astrécitos, oligodendrécitos
ou ependimécitos. Os tumores do SNC podem se originar da transformacédo das CTNs em células de propagacédo do
cancer (BCPCs) ou cancer stem cell-like. Os progenitores gliais podem se transformar em células tumorais
semelhantes as progenitoras e originar tumores do SNC (GBMs, meduloblastomas e ependimomas). O pensamento
tradicionalmente aceito é que a transformagdo de neurénios e células da glia seja a origem dos tumores de SNC. As
BCPCs podem diferenciar-se em células semelhante as progenitoras e nas células gliais diferenciadas, o que
conduziria a formagdo de tumores cerebrais. As células do estroma podem ser essenciais para a manutengao,
progressao e recorréncia do tumor.

Fonte: Hadjipanayis CG e Van Meir EG. Brain cancer propagating cells: biology,

genetics and targeted therapies. Trends in Molecular Medicine V.15 N.11, 2009.

As células da glia ou neurdglia incluem astrocitos, oligodendrdcitos e células
ependimérias, sendo essas derivadas do mesmo progenitor glial (Figura 1) e, ainda,
microgliécitos. Os microgliocitos sdo componentes do sistema reticulo-endotelial,
funcionam como células fagociticas e até o momento, ndo se tem conhecimento de
sua participacéo direta na formacéo de gliomas (Morest & Silver, 2003; Rao, 2003;
Ohgaki & Kleihues, 2005).
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Dentre as células da glia, os astrdcitos sdo as maiores, mais humerosas e de
maior diversidade funcional, sendo responsaveis pela nutricdo e sustentacdo dos
neurdnios. Por meio de seus prolongamentos, eles envolvem os capilares sanguineos
formando jungBes oclusivas que constituem a barreira hematoencefélica. Os astrécitos
também enviam seus prolongamentos a superficie dos érgaos do SNC, onde formam
uma camada, logo abaixo da pia-mater denominada superficie pial subglial ou glia
limitante. Desse modo, os astrécitos delimitam um compartimento funcional com os
ions e moléculas adequadas a fisiologia dos neurdnios (Blackburn et al., 2009).

Os oligodendrécitos produzem as bainhas de mielina que servem de isolante
elétrico para os neurbnios do SNC. As células ependimérias sédo células epiteliais
colunares que revestem o0s ventriculos cerebrais e o canal da medula espinhal e
auxiliam na regulacdo da difusdo do fluido cerebrospinhal para as regides cerebrais
periventriculares (Rao, 2003).

Os astrocitomas, oligodendrogliomas e os tumores de células ependimarias
representam os tipos de gliomas (Rao, 2003; Ohgaki & Kleihues, 2009). A figura 2

apresenta os tipos de gliomas com 0s seus respectivos subtipos.

1.1.3.1 Astrocitomas

Os astrocitomas, gliomas originados de astrécitos representam
aproximadamente 60% dos tumores primarios do SNC e compdem um grupo de
neoplasias que se diferem quanto a faixa etaria, sexo, localizacdo, morfologia,
capacidade de invaséo e de crescimento, curso clinico e prognéstico.

Eles séo classificados de acordo com a OMS em graus de | a IV através da
guantificacdo da presenca de indicadores, tais como proliferagdo endotelial, atipia
nuclear, mitoses e necrose (Ohgaki & Kleihues, 2000; Louis et al., 2007; Ohgaki &
Kleihues, 2009). Assim, a graduacdo tumoral é determinada pelo niumero de critérios
indicadores, sendo os astrocitomas de grau | e Il, considerados de baixo grau e os de
grau lll e IV como alto grau.

O astrocitoma pilocitico ndo apresenta caracteristicas de malignidade, e,
consequentemente, € classificado como grau |; o astrocitoma difuso e o
xantoastrocitoma pleomorfico classificam-se como grau Il, por possuirem um indicador
de malignidade, geralmente, atipia nuclear; o astrocitoma anaplasico é classificado
como grau lll, por apresentar dois indicadores, comumente atipia nuclear e mitoses e
por fim, o glioblastoma multiforme (GBM) recebe a classificacdo de grau IV, por

apresentar dois ou trés critérios como atipia nuclear, mitoses, proliferacdo endotelial
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e/ou areas de necrose (Ohgaki & Kleihues, 2000; Louis, 2006; Louis et al., 2007;
Ohgaki & Kleihues, 2009; Dias-Santagata et al., 2010).

1.1.3.1.1 Glioblastoma multiforme (GBM)

O glioblastoma multiforme (GBM) é considerado um dos canceres humanos
mais agressivos, sendo o tumor astrocitico mais maligno e de pior prognostico.
Representam cerca de 50% dos astrocitomas e, por conseguinte, Sd40 0S mais
frequentes entre os gliomas. Pode se desenvolver em qualquer faixa etaria, sendo
mais prevalente em homens adultos entre 45 e 70 anos de idade (Ohgaki, 2005;
Okezie et al., 2009; Kanu et al., 2009; Ohgaki e Kleihues, 2009; Ricard et al., 2012).

E caracterizado histologicamente por astrocitos pouco diferenciados,
pleomorfismo celular, &reas de necrose com celularidade periférica em
pseudopalicada, atividade mit6tica e proliferacdo microvascular (Louis, 2006).

OS GBMs sao divididos em dois subtipos, glioblastoma primario, representando
cerca de 90% dos casos e glioblastoma secundéario. Embora apresentem alteracdes
histologicas e prognostico semelhantes, os GBMs primarios e secundarios constituem
entidades patoldgicas distintas, que se diferem quanto a faixa etaria afetada e
alteracBes genéticas presentes. O GBM primario desenvolve-se em um periodo curto,
sem evidéncias clinicas ou histol6gicas de um tumor maligno precursor, afetando
individuos de idade mais avancada, entre a quinta e sexta décadas de vida (Ohgaki,
2005; Okezie et al., 2009; Ohgaki e Kleihues, 2009; Ricard et al., 2012).

Ja os GBMs secundarios desenvolvem-se lentamente por progressdo de
astrocitomas difusos ou anaplasicos, sendo mais comum em pessoas entre a terceira
e quarta década de vida (Kanu et al., 2009).

Apesar dos avancos terapéuticos, a sobrevida média dos pacientes € de um
ano apo6s o diagnostico de glioblastoma multiforme (Ohgaki & Kleihues, 2005; Kanu et
al., 2009; Wakimoto et al., 2009; Verhaak et al., 2010; Yan et al., 2012).

1.1.3.2 Oligodendrogliomas

Os oligodendrogliomas s@o neoplasias localizadas geralmente nos hemisférios
cerebrais, bem diferenciadas, de crescimento lento e infiltrativo compostas
predominantemente por oligodendrécitos e classificadas pela OMS como grau Ill. O
Oligodendroglioma anaplasico (OMS grau Ill) é um tumor focal ou difuso com

caracteristicas histologicas de malignidade e, portanto, um prognéstico menos
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favoravel. O Oligoastrocitoma (OMS grau Il) é composto por dois tipos diferentes de
células neoplasicas morfologicamente semelhantes as células de oligodendrogliomas
e astrocitomas de baixo grau. O oligoastrocitoma anaplasico (OMS grau Ill) apresenta
uma caracteristica histolégica de malignidade. Em relacdo ao progndstico,
oligoastrocitomas sdo intermediarios entre o0s astrocitomas difusos e

oligodendrogliomas (Ohgaki & Kleihues, 2009).

1.1.3.3 Ependimomas

Os Ependimomas sdo tumores cerebrais raros originados de células
ependimarias ou ependimacitos. Ocorrem principalmente em criangas e adolescentes,
sendo raro em adultos (Louis et al., 2007). Na infancia, ependimomas representam o
terceiro tumor cerebral mais comum, depois do astrocitoma pilocitico e do
meduloblastoma (Ellison et al., 2011).

Séo classificados pela OMS em graus de | a lll. Em adultos, os ependimomas
apresentam menor gravidade, possuem grau |, sendo divididos em subependimoma e
raramente em ependimoma mixopapilar. Os ependimomas intracranianos pediatricos
sdo o ependimoma classico (grau Il) e o ependimoma anaplasico (grau Ill) (Louis et
al., 2007). Histologicamente, os ependimomas de locais anatdmicos diferentes s&o
muito semelhantes e a classificacdo da OMS é um desafio até mesmo para
neuropatologistas experientes. O prognostico é dependente da localizacédo tumoral e
do tipo histolégico. A terapia padréo consiste na ressecc¢ao cirtrgica completa quando
viavel, porém, os ependimomas, particularmente, os mixopapilares, tendem a ocorrer
na coluna vertebral lombar, dificultando ou impedindo a resseccao cirurgica adequada
(Ellison et al., 2011).
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Figura 2: Células de origem, tipos e subtipos de gliomas com sua respectiva classificacdo da OMS.

1.1.3.4 Fatores de risco para Gliomas

Algumas sindromes hereditarias sdo correlacionadas ao risco aumentado de
gliomas, incluindo neurofibromatose tipo 1 e 2, schwannomatose familiar e esclerose
tuberosa (Kelly & Weiss, 2013). Os individuos portadores de Neurofiboromatose tipo 1
apresentam predisposicdo ao desenvolvimento de tumores do sistema nervoso central
e periférico, geralmente gliomas do nervo Optico, principalmente em criancas
(Rodriguez et al., 2008; Patil & Chamberlain, 2012). Raramente, observa-se uma
historia familiar de gliomas. Um fator de risco conhecido para esses tumores é a
exposicdo a radiagdo ionizante. No entanto, a radiacdo utilizada em procedimentos
diagndsticos, ndo apresenta associacdo com essas neoplasias (Bondy et al., 2008,
Omuro & De Angelis, 2013). Entretanto, Pearce e colaboradores (2012) demonstraram
o efeito tumorigénico da radiacdo em estudo realizado com criangas com leucemia que
receberam radioterapia por periodos longos.

N&o ha associacdo consistente entre o risco aumentado de desenvolvimento
de gliomas e exposicéo a telefones celulares, lesdes traumaticas na cabeca, alimentos
e produtos quimicos. O uso de telefones celulares e ocorréncia de tumores do SNC
atraiu atencdo da populacdo e de pesquisadores, entretanto, ndo existem dados

consolidados que comprovem tal hiptese. As variacdes no tempo de exposicdo aos
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aparelhos celulares e a diversidade tecnoldgica existente entre os modelos, séo
fatores limitantes desses experimentos. Além do mais, a incidéncia de gliomas néo
aumentou quando comparada ao aumento expressivo de telefones celulares
observado recentemente. Todavia, mais estudos sdo necessarios, sobretudo em
criancas que sdo expostas aos telefones celulares desde o inicio da vida (Bondy et al.,
2008; Corle, Makale & Kesari, 2011).

1.1.3.4 Genes e vias moleculares envolvidos com os gliomas

A biologia molecular das neoplasias tem sido intensivamente estudada, em
busca de melhor compreenséo sobre sua patogénese. O conhecimento das alteracdes
gendmicas € especialmente importante nos gliomas, sobretudo pela possibilidade de
oferecer ao paciente um melhor prognéstico, além de influenciar a classificacdo e
estadiamento dos tumores do SNC. A identificacéo de alteragdes genéticas no tumor
como, por exemplo, a inativagdo de genes que podem controlar a proliferacdo celular e
induzir apoptose, tem gerado avangos importantes auxiliando a compreensdo da
tumorigénese dos gliomas (Cancer Genome Atlas Research Network, 2008).

Em gliomas ocorrem alteracdes de diferentes vias de sinalizagéo e a partir do
conhecimento dessas alteragfes poderdo ser estabelecidas formas de diagndstico
desses tumores; bem como podera ser feito um melhor progndstico. Além disso,
destaca-se a importancia dessas vias de sinalizacdo como potenciais alvos

terapéuticos.

1.1.3.4.1 PTEN e a via EGFR/PTEN/PI3K/AKT/mTOR

PTEN é considerado um gene supressor de tumor importante e mutacfes
neste gene estdo associadas a varios tipos de cancer (Teng et al., 1997; Wu et al.,
2003; Yin & Shen, 2008; Ding et al., 2012; Mirantes et al., 2013). PTEN age em
fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato (PIP3), removendo o fosfato da posicéo trés do anel
inositol, para criar o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) e assim, antagonizar
diretamente a sinalizag&o da via fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K). Dessa forma, PTEN
antagoniza acdes de PI3K negativamente, regulando diversos processos celulares
dessa via de sinalizacao, incluindo crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia, apoptose,
metabolismo e migragéo celular (Maehama & Dixon, 1998). Mutacdes germinativas em
PTEN causam predisposicdo ao céancer, bem como diversas anormalidades
neuroldgicas, demonstrando papéis especializados de PTEN no desenvolvimento e

manutencédo da integridade do sistema nervoso (Fults & Pedone, 2000).



21

Mutacdes soméaticas em PTEN ocorrem frequentemente como eventos tardios
em tumores cerebrais. O comprometimento da fungcédo de PTEN pode contribuir para a
gliomagénese através da inibicdo da regulacdo de proliferagdo, migracdo e invasao
celulares, angiogénese e regulacdo de outras vias de genes supressores de tumor,
como p53. Achados clinicos em gliomas de alto grau sugerem que alteragcdes no gene
PTEN estdo associados com pior prognostico e podem influenciar a resposta
terapéutica (Liu et al., 1997; Endersby & Baker, 2008; Zheng et al., 2008; Tang et al.,
2011).

Alteracdes genéticas envolvendo PTEN sdo mais frequentes em GBMs
primarios e estdo associadas a progressao tumoral de astrocitomas. Sua inativagédo
seja por delecdo ou mutagdo, ativa as vias P13K/AKT/mTOR (Endersby & Baker,
2008).

1.1.3.4.2 KRAS

A superfamilia das proteinas RAS desempenha papel importante no ciclo
celular. Existem trés proteinas dessa familia: HRAS, KRAS e NRAS, sendo que KRAS
esta expressa em quase todos os tipos celulares (Downward, 2003). As proteinas RAS
estdo acopladas no lado citoplastico da membrana plasmatica através de ligacao
covalente a um grupo de lipideos. Varios estudos mostraram que RAS desempenha
importante papel na mitogénese, transmitindo sinal da superficie celular para outras
estruturas no interior da célula (Cotran et al., 1999; Alberts et al., 2002).

As proteinas RAS controlam vias de sinalizagcdo que séo reguladoras-chave de
varios aspectos do crescimento celular normal e da transformacao maligna. Elas sédo
alteradas na maioria dos tumores humanos devido a muta¢des ativadoras nos genes
RAS, especialmente em KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)
(Downward, 2003).

1.1.3.4.3 BRAF e a via RAS/RAF/MEK/ERK

A proteina BRAF pertence a familia de quinases de serina-treonina RAF, tendo
sido descritas trés isoformas funcionais nas células de mamiferos: ARAF, BRAF e
CRAF. Entre estes, o BRAF, cujo gene codificante esta localizado no cromossoma
7934, é o mais potente ativador da via de MAPK (Trovisco et al., 2006; Cantwell-Dorris
et al., 2011).

BRAF exerce a funcéo de regular a via MAPK/ERK que é conservada em todos
0s eucariotos (Robinson et al., 1997). A via de RAS/RAF/MEK/ERK age como
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transdutor entre 0 meio extracelular e o nucleo. Sinais extracelulares como hormdonios,
citocinas e varios outros fatores de crescimento interagem com seu receptor e ativam
a familia RAS. RAS ativo induz altera¢des conformacionais em RAF que permite seu
recrutamento para a membrana celular, promovendo mudancas no estado de
fosforilagéo e estimulando sua atividade quinase (Garnett & Marais, 2004). BRAF ativa
envia sinais através MEK para ativar ERK, que, por sua vez, ativa fatores de
transcricdo a jusante para induzir uma série de processos bioquimicos, incluindo a
diferenciacdo, proliferagédo, crescimento celular e apoptose. Tem sido demonstrado
que a hiperativagdo de BRAF pode dar inicio a tumorigénese (Davies et al., 2002).

BRAF esta mutado em uma ampla gama de canceres humanos, incluindo
melanomas (40-70%), cancer de tiredide papilar (45%), céncer colo-retal (10%) e
também em canceres de ovario, mama e pulmdo (Davies et al., 2002; Xing et al.,
2005; Dhomen e Marais et al., 2009). Mais de quarenta mutacdes diferentes em BRAF
ja foram identificadas em canceres humanos. Noventa por cento delas séo
representadas pela mutacdo somatica do tipo “missense”, que consiste na transversao
de timina por adenina (T1799A), no exon 15, que resulta na mudancga do residuo 600,
substituindo valina por glutamina (BRAFV600E) (Davies et al., 2002; Cantwell-Dorris et
al., 2011). A troca do aminoacido ativa a proteina, pois propicia a fosforilagcdo
constitutiva dos aminoacidos adjacentes, conferindo capacidade oncogénica (Wan et
al., 2004).

Nucera e colaboradores (2011) mostraram que tumores que apresentam
BRAFV600E sédo mais invasivos e agressivos. A associacdo de mutacfes em BRAF e
gliomas ainda ndo esta bem estabelecida. Apesar de avancgos atuais significativos, o
papel desse gene na patogénese e seu potencial como marcador biologico é
desconhecido (Dougherty et al., 2010; von Deimling et al.,, 2010). Dias-Santagata e
colaboradores (2010) demonstraram a presenca de 60% da mutacdo BRAFV600E em
pacientes portadores de xantoastrocitoma pleomoérfico. Recentemente, tem sido
descrita a ativacdo da via MAPK por BRAF entre os astrocitomas pilociticos e alguns
estudos descrevem a mutacdo BRAFV600E como um fator importante na patogénese
de tumores astrocitarios pediatricos de baixo grau (von Deimling et al., 2010; Ida et al.,
2012).

Dougherty e colaboradores (2010) observaram a mutacdo BRAFV600E em 14
de 31 gliomas pediatricos, incluindo ganglioglioma, ganglioglioma desmoplasico infantil
e xantoastrocitoma. Estudos anteriores do mesmo grupo demonstraram mutacdes em

BRAF em trés gangliogliomas de 31 tumores estudados.
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O entendimento das vias genéticas relacionadas ao gene BRAF pode contribuir
para a classificacdo molecular dos gliomas e determinacdo do valor preditivo e
prognastico para o paciente (von Deimling et al., 2010; Horbinski, 2013).

1.1.3.441DH1 e IDH 2

O gene isocitrato desidrogenase, que codifica a enzima citosdlica 1
(IDH1) é um dos genes envolvidos na patogénese dos gliomas mais estudados
atualmente (Parsons et al.,, 2008; Dang et al., 2009; von Deimling et al., 2010;
Prensner & Chinnaiyan, 2011; Yan et al.,, 2012; Sabha et al., 2014). O IDH1 esta
presente no citosol, cataliza a carboxilagdo oxidativa de alfa cetoglutarato isocitrato,
resultando na producdo de NADPH e desempenha um papel no controle celular do
dano oxidativo (Dang et al., 2009).

Este gene tem atraido atencdo consideravel de pesquisadores do mundo
inteiro desde a descoberta em 2008 de sua relagdo com os gliomas humanos. As
mutagcbes em IDH1 possuem grande relevancia clinica e diagnostica devido a
contribuicdo na classificagdo desses tumores (von Deimling et al., 2010). Em analise
recente de gendmica mutacional dos glioblastomas, mutacdes somaticas em IDH1
foram encontradas (Yan et al., 2012).

Mutac6es em IDH1 ocorrem em um Unico residuo de aminoécido do sitio IDH1,
resultando em perda da capacidade da enzima para catalisar a conversao de isocitrato
a a-cetoglutarato (Parsons et al., 2008; Ducray et al., 2009). Convém ressaltar que
apenas uma Unica cOpia do gene estd mutado em tumores, levantando a possibilidade
de que as mutacdes nao resultem em uma simples perda de funcdo. Estudos
estruturais demonstraram que, quando a arginina 132 € mutada para histidina, ocorre
reducdo da descarboxilagdo oxidativa de isocitrato e aquisicdo da capacidade de
converter a-cetoglutarato a R (-)-2-hidroxiglutarato 2HG. Acumulo excessivo de 2HG
foi relacionado a um elevado risco de tumores cerebrais malignos em pacientes com
erros inatos do metabolismo (Prensner & Chinnaiyan, 2011).

E importante salientar que a mutacdo R132H é mais frequente em pacientes
jovens e em portadores de GBM secundario, tumores que se desenvolvem a partir de
astrocitomas de baixo grau e ainda em oligoastrocitomas e oligodendrogliomas.
Acredita-se que essas mutacdes poderiam conduzir a progressdo de um glioma de
baixo grau para um glioblastoma (Parsons et al., 2008).

A presenca das mutacdes em IDH em glioblastomas é considerada um bom

prognostico (Metellus et al., 2011). De acordo com Dang et al., (2009), apds cirurgia e
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tratamento com radioterapia esses pacientes possuem sobrevida média de 27,1

meses.

1.1.3.4.5 TGF- Beta

A superfamilia de TGF-B € composta por citocinas que incluem, inibinas,
ativinas, BMPs (proteinas morfogenéticas do 0osso), GDNF (fator neurotrofico derivado
de células gliais), fator de crescimento transformante (TGF-B), dentre outros
(Massague, 1990; Moustakas & Heldin, 2009).

Muitas células normais expressam TGF-3 constitutivamente e produzem-no em
maiores quantidades quando estimuladas. Estas incluem plaquetas, macréfagos,
linfécitos T e B, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, astrécitos e células microgliais
(Massague, 1990; Massague, 2000; Moustakas & Heldin, 2009).

O TGF-B apresenta cinco isoformas reconhecidas, sendo trés dessas
identificadas em mamiferos, TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33. As trés isoformas de TGF-
em mamiferos sdo codificadas por genes diferentes, porém possuem a mesma
organizagdo gendmica, com sete éxons e uma cascata de sinalizacdo comum
(Roberts, 1991).

As citocinas da familia TGF-B compartilham uma estrutura molecular protéica
semelhante, sendo homo ou heterodimeros compostos por subunidades de 12,5 kDa.
(Wakefield et al., 1988). A forma biologicamente ativa é composta por 110 a 140
aminoacidos altamente conservados (Massague, 1990; Kingsley, 1994). A isoforma
mais estudada dessa familia € TGF-1, sendo sua forma ativa composta por uma
proteina dimérica com cada subunidade formada por 112 aminoacidos (Geiser et al.,
1990). Devido aos efeitos diferentes em diversos tipos celulares, a citocina TGF-B1 é
considerada multifuncional, pois pode atuar tanto como estimuladora da proliferacdo
de fibroblastos, quanto como inibidora da proliferacdo de células epiteliais, mieldides,
linféides, mesenquimais e de alguns tipos de tumores (Shi & Massague, 2003).

Os receptores para TGF-B sdo expressos pela maioria dos tipos celulares.
Foram identificados trés tipos, os quais foram nomeados tipos |, 1l e lll, baseados nos
seus tamanhos aproximados de 53, 70 a 80, e 200 a 300 kDa, respectivamente
(Massague, 1990; Lin e Lodish, 1993; Attisano et al., 1994). Os receptores do tipo | e Il
sdo proteinas transmembranas com atividade serina-treonina quinase (TBRI e TBRII)
(Lin et al., 1992).

A via de sinalizacéo ocorre através da ligacao de TGF-f3 ao seu receptor TRRII,

que promove fosforilacdo de TRRI. TBRI ativado se auto-fosforila e fosforila as
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proteinas alvo. Dentre elas, a familia mais importante de mediadores da via de
sinalizagdo de TGF-f sdo as Smads. Smad 2 e 3 sdo diretamente fosforiladas por
TBRI e formam um complexo com Smad 4, o qual se transloca para o nucleo,
controlando vérios genes efetores. Como mecanismo de autorregulacdo, entre os
genes ativados por TGF-3 esta Smad 7, que age inibindo a fosforilagéo de Smads 2 e
3 através de sua ligagdo com TBRI, regulando assim a intensidade ou duracéo do sinal
(Figura 3) (Massague, 2000; Shi & Massague, 2003; Moustakas & Heldin, 2009;
Nicklas & Saiz, 2013; Pickup, Novitskiy & Moses, 2013).
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Figura 3: Transducdo de sinal de TGF-B.
A ativacéo da transdugéo do sinal de TGF-@ inicia com a ligagdo de uma das isoformas de TGF-f3 ao seu receptor tipo
Il (TBRII), recrutando seu receptor tipo |, levando a fosforilacédo das SMADs 2 e 3. Este complexo se associa & proteina

SMADA4 e transloca-se para o nlcleo, onde determinara a transcri¢céo de diversos genes-alvo.

llustrado por Lucélia Coimbra da Silva

1.1.3.4.5.1 TGF-B e cancer

Em condicdes fisiolégicas, a via de sinalizagdo de TGF-3 exerce papel inibitério
na proliferacdo de células epiteliais ao regular a homeostase e suprimir a progressao
tumoral. Portanto, quando essas células adquirem caracteristicas de malignidade,

ocorrem alteracbes nos mecanismos que controlam a proliferacdo, ocasionando uma
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multiplicacdo descontrolada (Massague, 2000; Massague, Blain & Lo, 2000;
Moustakas & Heldin, 2009; Nicklas & Saiz, 2013; Pickup, Novitskiy & Moses, 2013).

Em 2008, Massagué, descreve mecanismos pelos quais a desregulacdo de
TGF-B pode resultar em tumorigénese. As células malignas podem escapar dos
efeitos supressores de tumor de TGF-3, através da inativacdo de componentes da via,
tais como 0s seus receptores ou por alteracbes que inativam somente a parte
supressora de tumor da via de sinalizacdo. Este ultimo mecanismo € importante, pois
assim, as células neoplasicas podem usurpar as fungfes regulatérias de TGF-B que
permaneceram e adquirir vantagens, tais como, capacidade de invasao, producédo de
mitdgenos autdcrinos ou liberacdo de citocinas prometastéticas. Outro ponto relevante
para o desenvolvimento do cancer sado os efeitos de TGF-B no estroma tumoral. TGF-
B possui um papel chave na tolerancia imunolégica, assim, os tumores que produzem
niveis elevados dessa citocina, podem tornar-se protegidos contra agdo do sistema
imune. Além disso, este fato pode levar a inflamacdo cronica e producdo de um
ambiente protumorigénico. TGF-$ derivado de células tumorais, podem ainda recrutar
outras células do estroma, tais como, miofibroblastos, osteoclastos (em metastases
0sseas), e outras, facilitando a disseminagdo do tumor.

AlteragcBes genéticas ou expresséo desregulada de membros efetores da via de
TGF-B sao observadas em tumores colorretais (Tomsic et al., 2010, Slattery et al.,
2011), pancreaticos (Geismann et al., 2009; Leung et al., 2013), gastricos (Wu et al.,
2012), hepéticos (Han et al., 2010; Dzieran et al., 2013) e pulmonares (Ko et al., 2010).
A delecdo de SMAD4 apresenta alta incidéncia em carcinomas pancreéticos, sendo
demonstrada também em outros tumores originarios de células epiteliais. Itatani e
colaboradores em 2013, descrevem que a inativacdo de SMAD4 aumenta o poder de
invasdo tecidual e facilita a metastase hepatica em tumores colorretais.

A via de sinalizacdo de TGF-f3 é intensamente estudada, sobretudo no que diz
respeito ao cancer. Essa citocina desperta interesse e atencéo crescentes, devido ao
seu papel duplo e conflitante de atuar tanto como supressora de tumor quanto como
promotora de tumorigénese (Massague, 2000; Massague, 2008). Recentemente, a via
de sinalizagdo de TGF-B estd sendo intensamente pesquisada como um alvo
terapéutico em potencial (Massague, 2008; Joseph et al., 2013; Neuzillet et al., 2013;
Nicklas & Saiz, 2013; Sheen et al., 2013).

Em gliomas de alto grau, a busca por novas estratégias terapéuticas é
altamente relevante, pois o glioblastoma multiforme ainda é resistente aos tratamentos
convencionais disponiveis e apresenta uma das piores taxas de sobrevivéncia entre
todos os canceres humanos (Louis, 2006; Gupta, 2012; Ricard, 2012; Joseph et al.,

2013). Nesse contexto, a utilizacdo de inibidores com alvo em agentes da via de TGF-
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B sdo promissores. No entanto, o papel de TGF-f nos gliomas ndo esti totalmente
esclarecido e a investigacdo de possiveis alteragcdes nos componentes da superfamilia
de TGF-B poderéa contribuir para melhorar a compreenséo a respeito de sua atuacao

nesses tumores.

1.1.3.5 Invaséo tumoral, angiogénese e proliferacao celular nos gliomas

1.1.3.5.1 Invasao tumoral

A matriz extracelular é uma rede complexa de macromoléculas que
proporciona um arcabouco estrutural para os tecidos e influencia o comportamento
das células com as quais mantém contato. Recentemente, a matriz extracelular tem
despertado bastante atencéo, devido a sua participacdo na adesdo e sinalizacdo
celulares, bem como na diferenciacao, proliferacéo, sobrevida e migracdo das células.
A matriz extracelular também é responséavel pela modulacdo de diversos fatores de
crescimento, dentre eles, o TGF-B (Hynes, 2009).

Ao contrario da maioria dos 6rgdos, a matriz extracelular no cérebro é escassa
e mal-definida, constituida basicamente por &cido hialurbnico, sendo assim,
desprovida de barreiras rigidas compostas por colageno, fibronectina e laminina,
exceto ao redor dos vasos sanguineos e da superficie glial subpial (glia limitante)
(Gladson, 1999).

Um fator progndstico critico em gliomas € 0 seu comportamento invasivo.
Esses tumores apresentam um padrao de invasao distinto e raramente metastatizam
em outros locais. As células neoplasicas podem se espalhar para qualquer lugar do
cérebro, porém, envolvem preferencialmente os espacos onde a matriz extracelular é
bem definida. A invasdo tumoral ocorre através da interagdo entre célula-célula e
célula- matriz extracelular. Essas células neoplasicas criam um micro-ambiente
apropriado depositando componentes permissivos de matriz extracelular favoraveis a
invasao de tecidos (Bellaila et al., 2004).

A degradacdo da matriz extracelular por proteases permite o mecanismo de
invasdo tumoral e, além disso, remodela o ambiente facilitando o crescimento da
célula neoplasica. Os astrocitomas de alto grau frequentemente expressam
metaloproteases MMP2, MMP9 e a MMP3 (Rao, 2003; Onishi et al.,, 2011). As
metaloproteases de matriz (MMPs) sdo uma familia de endopeptidases com atividade
hidrolitica para um amplo espectro de proteinas da matriz extracelular. Muitas MMPs

estao envolvidas com a progresséo de neoplasias malignas (Rao, 2003).



28

Infelizmente, as células invasoras que permanecem apds a resseccao
cirrgica, muitas vezes determinam o 6bito dos pacientes. Assim, componentes da
matriz extracelular, proteases, moléculas de adesdo celular e as suas vias de
sinalizagdo, tornaram-se um dos focos principais de investigacdo em gliomas, sendo
que cada componente pode ser visto como um alvo terapéutico em potencial (Bellaila
et al., 2004).

1.1.3.5.2 Angiogénese nos gliomas

Angiogénese é o termo utilizado em referéncia ao processo de neoformacéo de
estruturas vasculares a partir de capilares e vénulas pés-capilares pré-existentes em
resposta a diversos estimulos, denominados estimulos angiogénicos (Folkman &
Haudenschild, 1980; Folkman & Klagsbrun, 1987).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no crescimento vascular
diferem nos varios tecidos. Assim, 0s neovasos terdo aspectos morfoldgicos e
funcionais de acordo com as necessidades de cada tecido. Essa heterogeneidade das
células endoteliais é determinada pela expressédo e atividade de fatores angiogénicos
que variam entre os tecidos e por fatores angiogénicos o6rgao-especificos que
determinam a alteracdo angiogénica, mas de modo particular para os diferentes
orgdos (Carmeliet, 2000; Carmeliet, 2003).

A angiogénese € essencial para o crescimento da maioria dos tumores
primarios e suas metastases. O controle da angiogénese tumoral envolve o equilibrio
entre fatores angiogénicos ativadores e fatores antiangiogénicos inibidores que podem
ser liberados pelas células tumorais, células do tecido infiltrado, bem como por
macrofagos e fibroblastos. Entre os fatores de crescimento e citocinas que modulam a
angiogénese, destaca-se como fator ativador, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) (Bernardini et al., 2003).

Conforme mencionado anteriormente, TGF-B1 € um importante regulador
tecidual e inibidor potente da proliferagdo na maioria dos tipos de células ( Massague
et al . , 2000). No entanto, pode atuar como indutor da expressao de VEGF e/ou outros
fatores angiogénicos em alguns tipos celulares, além de possivelmente estar envolvido
diretamente na angiogénese (Pardali & Moustakas, 2007). Embora varios estudos
tenham investigado o papel de tais fatores de crescimento na angiogénese, suas
interagBes nas células endoteliais ainda ndo estéo elucidadas (Ferrari et al., 2009).

Os gliomas séao caracterizados pelo alto indice de proliferacéo vascular, sendo

a angiogénese considerada um fator fundamental para o crescimento e progressao



29

continua dessas neoplasias. A neo-vascularizacao correlaciona-se diretamente com o
grau de malignidade, capacidade de recidiva, agressividade biolégica e inversamente
com a sobrevida dos pacientes (Onishi et al., 2011; Swanson et al., 2011).

Os GBMs sao os gliomas com maiores indices de proliferacdo vascular, sendo
esta uma caracteristica essencial para a agressividade dos mesmos. Nos GBMs,
existe uma rede extensa de vasos tortuosos formando estruturas glomeruléides,
desorganizadas, permedveis e hiperplasicas (Swanson et al., 2011). Entretanto, os
mecanismos de angiogénese e da origem das células endoteliais tumorais
permanecem pouco definidos (Onishi et al., 2011). Em 2010, Wang e colaboradores,
demonstraram que existe uma subpopulacdo de células endoteliais no interior de
glioblastomas abrigando as mesmas mutacdes somaticas identificadas nas células
tumorais, como exemplo, a amplificacdo de EGFR. Além disso, eles demonstraram
gue uma subpopulacéo de células tumorais originam células endoteliais através de um
progenitor intermediario.

Uma compreensdo melhor da relag@o entre a progénie de linhagens celulares
tumorais e endoteliais provavelmente fornecerd esclarecimentos sobre a biologia
tumoral dessas células. Devido a forte correlagdo entre o grau histologico e
vasculatura em gliomas, os agentes bloqueadores da transi¢do endotelial de células
tumorais pode proporcionar estratégias terapéuticas novas para esta doenga

considerada incuravel atualmente (Wang et al., 2010).

1.1.3.5.3 Proliferacéo celular

AlteragBes no ciclo celular, processo onde ocorre a duplicacdo do genoma nas
células eucariontes resultam no desenvolvimento de diversas neoplasias malignas.
Dessa forma, o conhecimento dos processos envolvidos no ciclo celular pode indicar a
importancia de determinados marcadores de proliferacdo na biologia de tumores
malignos (van Diest et al., 1998).

A proteina Ki-67 € um conhecido marcador biolégico de proliferacao celular. A
Ki-67 foi descoberta por Gerdes et al, em 1983, no nucleo de células de linfoma de
Hodgkin. A proteina possui cerca de 395 KDa, e é produzida por um gene localizado
no bragco longo do cromossomo 10 (10g25). Durante o ciclo celular, a Ki-67 esta
presente nas fases G1, S, G2 e M, mas estd ausente na fase GO, inicio de G1, e
durante os processos de reparacdo do DNA (Gerdes et al., 1984; Key et al., 1994).
Sasaki et al. (1987) relataram que a expresséo da proteina aumenta com a progressao
do ciclo celular, alcangando picos nas fases G2 e Guillaud et al. (1989) observaram

este mesmo evento tanto em linhagem de células normais como neoplésicas. Diversos
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estudos relacionam a expressdo de Ki-67 com o comportamento clinico das
neoplasias, progndstico e com a sobrevida dos pacientes.

Em um trabalho de metandlise envolvendo 16 publicacdes sobre astrocitomas
de diferentes graus, Johanessem e Torp em 2006 concluiram que a marcacao nuclear
de Ki-67 funcionou como um marcador clinico importante nos astrocitomas humanos
principalmente na distincdo de astrocitomas difusos e astrocitomas anaplasicos.
Embora descrevam a necessidade de estudos com amostras maiores, 0s autores
justificam a utilizacdo desse marcador nos diagnésticos de rotina em pacientes com
astrocitoma. Habberstad, Gulati & Torp (2011) testaram diversos marcadores de
proliferacdo celular em astrocitomas anaplasicos por imuno-histoquimica e
constataram que a Ki-67, pode auxiliar no diagnéstico histopatoldgico, principalmente
porque a presenca de mitose, caracteristica importante para diferenciar astrocitomas
de grau Il e Ill, pode ser de dificil detec¢&o pelo exame histoldgico de rotina.

A determinacdo da atividade proliferativa avaliada pela utilizagdo do anticorpo
monoclonal Ki-67/MIB-1 tornou-se uma ferrramenta importante para diagnéstico e
prognéstico de meningiomas mais agressivos, pois o exame histolégico hem sempre
corresponde a apresentacao clinica fidedigna desses tumores (Abry et al., 2010).

Abrya et al (2010), pesquisaram 53 artigos em bases de dados (Pubmed /
Medline) correlacionando a Ki-67 e meningiomas. Em todos os artigos, foram
observadas correlagcdes positivas entre Ki-67 e grau de malignidade histolégica,
concluindo, portanto, que a hiperexpressao da proteina Ki-67 € considerada um
indicador de prognostico adverso, atividade mitética elevada, indiferenciacéo celular e
maior tendéncia a invasao tecidual. No entanto, deve ser interpretada com cautela em
casos individuais e deve estar associada a outros pardmetros, como padrdo

radiolégico, critérios histopatoldgicos e sinais e sintomas clinicos.

1.2 Justificativa

Os gliomas séo tumores heterogéneos em relagéo a sua biologia, progndstico e
resposta terapéutica (Ohgaki, 2005; Ohgaki & Kleihues, 2011). Uma melhor
compreensdo dos aspectos moleculares, do microambiente tumoral e das interagbes
imunoldgicas com o hospedeiro é necesséaria para um efeito benéfico significativo na
vida dos pacientes que sofrem com essa doenca (Ohgaki e Kleihues, 2009; Omuro &
DeAngelis, 2013). No decorrer dos ultimos anos, inUmeros trabalhos focaram em
investigar e tracar um perfil molecular de gliomas. Progressos consideraveis foram

alcancados, entretanto, o diagnéstico ainda é baseado na analise histopatolégica do
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tumor. A classificacao histopatolégica de gliomas € insatisfatoria, devido a sua falta de
precisao em termos de prognostico e dificuldade em classificar casos imprecisos. Tais
limitacBes estéo relacionadas com a subjetividade dos critérios para determinacao do
fendtipo e para a classificacdo. Além do mais, um subtipo histolégico pode englobar
diferentes subtipos moleculares com prognésticos diferentes (Ducray & ldbaih, 2009;
Masui et al, 2011; Von Deimling et al., 2011).

Além disso, a despeito das terapias aplicadas, o impacto na sobrevida dos
pacientes ainda é limitado. Nesse contexto destaca-se a importancia do glioblastoma,
um tumor particularmente dificil de ser tratado, devido a, entre outros fatores, a
infiltracdo de células cancerosas para o tecido cerebral, o que impossibilita a
resseccado cirurgica completa (Ohgaki & Kleihues, 2005; Kanu et al., 2009; Wakimoto
et al., 2009; Verhaak et al., 2010; Onishi et al., 2011; Yan et al., 2012).

Diversas vias de sinalizagdo e mecanismos moleculares de invaséo e
proliferacdo estdo envolvidos na formagdo e progressdo de gliomas. Estudos
investigando o papel dessas vias s@o de grande relevancia para determinar métodos
mais eficazes de prevencgdo, diagndéstico e tratamento dos gliomas. Esses possiveis
marcadores moleculares detectados por sequenciamento genético ou a expressao de
diversas proteinas, avaliadas e quantificadas por imuno-histoquimica, podem ser
ferramentas de grande importancia para avaliar a resposta de pacientes portadores de
gliomas ao tratamento e possibilitar uma classificagdo molecular mais precisa dessas
neoplasias.

Uma vez que o perfil de alteragcdes moleculares presentes nos diversos tipos e
subtipos de gliomas pode ser diferente, sendo importante para o conhecimento da
doenca e podendo ser Util para o diagndstico, nos propusemos a estudar, por métodos
moleculares e imuno-histoquimicos, a freqiiéncia de polimorfismos e mutacbes em
PTEN, KRAS, BRAF, IDH1 e IDH2 e a expressdo de PTEN, BRAF, TGF-8 e Ki-67 em

associacao com as caracteristicas clinicas de pacientes com gliomas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e correlacionar caracteristicas clinicas de pacientes com gliomas aos achados
moleculares e imuno-histoquimicos.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar os pacientes quanto ao sexo, idade, etnia, tipo histoldgico,
localizacdo e recidiva tumoral, tipo de ressecc¢édo cirurgica e sobrevida.

e Detectar e estimar possiveis alteracdes genéticas em KRAS, BRAF, PTEN,
IDH1 e IDH2 em pacientes com gliomas.

e Detectar e estimar a freqténcia da expressdo de PTEN, BRAF, TGF-8 e Ki-67
através da técnica de imuno-histoquimica.

e Verificar se existe correlacdo entre os resultados das diferentes marcagoes
imuno-histoquimicas.

e Identificar se h& correlagdo entre os achados moleculares e imuno-
histoquimicos com as caracteristicas clinicas.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes

Foram selecionados trinta e oito pacientes com diagndstico histopatolgico de
gliomas. Todos os casos foram diagnosticados de acordo com a classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2007 (Louis et al., 2007).

3.1.2. Dados clinicos e anatomo-patolégicos

Os dados clinicos foram obtidos pela analise de prontuarios médicos e as
informac®es sobre a classificacdo histoloégica dos tumores foram obtidas através dos
laudos anatomo-patoldgicos. Os dados coletados foram idade, sexo, raca, localizagéo
tumoral, classificacao histoldgica, presenca de recidiva, tratamento realizado, tipo de
resseccdo cirlrgica, presenca de outras doencas concomitante ou asociadas aos

tumores e sobrevida média.

3.1.3. Revisao histopatologica

As laminas originais coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE),
referentes aos casos selecionados, foram reavaliadas pela professora e patologista
Paula Vieira Vidigal e pela aluna Lucélia Coimbra. A revisao histopatoldgica inclui
reavaliacdo do tipo e grau histologico dos tumores e andlise quantitativa e qualitativa
de pardmetros como pleomorfismo celular, necrose, mitoses e proliferacdo vascular e

celular.

3.1.4. Coleta das amostras

Amostras provenientes de tecidos incluidos em blocos de parafina referente a
44 casos de pacientes diagnosticados com gliomas no periodo de 2009 a 2012 foram
obtidas por pesquisa realizada nos arquivos do departamento de Anatomia Patolégica
da UFMG. Desses 44 casos, seis foram excluidos por ndo haver disponibilidade de
blocos de parafina para estudo imuno-histoquimico. Assim, o numero total de
amostras selecionadas com dados clinicos e blocos incluidos em parafina disponiveis
foi 38.

Dentre os casos selecionados conforme descrito acima, dezesseis amostras

frescas de tecido tumoral foram coletadas durante procedimento cirurgico realizado no
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Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
acondicionadas em tubo eppendorf contendo solugdo RNAlatter® e armazenadas a -
80°C, até o momento da extracdo de DNA. As coletas foram realizadas no periodo de
2009 a 2011. Este procedimento teve a colaboracdo do professor Marcelo Magaldi.

O diagnostico histopatolégico foi realizado pelo departamento de Anatomia
Patologica da UFMG com a colaboragéo da professora Paula Vieira Vidigal.

3.2. Estudo molecular

3.2.1. Extracdo de DNA de tecido fresco

O DNA gendmico proveniente de 16 amostras de tecido tumoral foi extraido
utilizando Proteinase K. As amostras foram maceradas e colocadas em um tubo de 1,5
pl, juntamente a 200 ul de tampéo de lise e Proteinase K 20mg/ml. Os tubos foram
mantidos em banho-maria a 65°C por 30 minutos. ApGs esse periodo, foi adicionado
mais 200 pl de tampéo de lise, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente
por 15 minutos e, depois, centrifugadas por 20 minutos a 11.000xg. O sobrenadante
foi coletado e, adicionados a ele, 2 volumes de etanol 100% e 10% do volume do
sobrenadante de NaAc 3M, pH 8,2. As amostras foram agitadas suavemente até que a
massa de DNA foi visualizada. O pellet foi lavado em etanol 70% e, apds a secagem,
eluido em 200 pl de TE (Tris-HCL 10mM; EDTA 1mM, pH 7,0-8,0 e armazenados a
4°C.

3.2.2 Extragdo de DNA de material incluido em parafina

Os tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina referentes a 15
amostras foram desparafinizados em um banho de xilol e digeridos com proteinase K.
O DNA foi extraido com Qlamp® DNA FFPE Tissue, de acordo com as

recomendacdes do fabricante (Qiagen, Hilden,NRW, Germany).

3.2.3. Amplificagdo e sequenciamento das amostras

Um conjunto de iniciadores (primers) especificos para a amplificacdo dos
diferentes exons de BRAF, KRAS, PTEN e IDH1 e IDH2 foram desenhados utilizando
0 programa Primer3 v.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) e estdo listados na Tabela
1.
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Tabela 1: Caracteristicas de amplificagdo por PCR dos genes estudados

Gene Seqiiéncia dos Primers (forward/reverse) Tm°C Tamanho do
Produto (pb)
BRAF 55 179
Exonl5 5'-TCATAATGCTTGCTGTGATAGGA-3'/5' GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3'
KRAS
Exon2 5'-GTGTGACATGTTCTAATATAGTCA-3'/5'-GAATGGTCCTGCACCAGTAA-3' 55 170
Exon3 5'-CCAGACTGTGTTTCTCCCTTC-3'/5'-TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3' 55 245
PTEN
Exon1 5'-GCAGCTTCTGCCATCTCTCT-3'/5'-TTTTCGCATCCGTCTACTCC-3' 55 206
Exon2 5'-TTTGATTGCTGCATATTTCAGA-3'/5'-CATCACAAAGTATCTTTTTCTGTGG-3' 55 239
Exon3  5-GGTGGCTTTTTGTTTGTTTG-3'/5'-CAATGCTCTTGGACTTCTTGA-3' 55 231
Exon4  5'-AAAGATTCAGGCAATGTTTGTT-3'/5'-TCTCACTCGATAATCTGGTGAC-3' 55 235
Exon5 5'-TGAGGTTATCTTTTTACCACAG-3'/5'-GGAAAGGAAAAACATCAAAA-3' 55 291
Exon6  5'-TTTTTCAATTTGGCTTCTTTTT-3'/5'-TGTTCCAATACATGGAAGGATG-3' 55 220
Exon 7 5'-AAAGGCATTTCCTGTGAAATAA-3'/5'-TTTGGATATTTCTCCCAATGAA-3' 55 250
Exon8 5'-GTCATTTCATTICTTTTTCTTTTCTTT-3'/5'-CAACAACCCCCACAAATGT-3' 52 300
Exon9 5'-TGGGTTTTCATTTTAAATTTTCTTTC-3'/5'-CATGGTGTTTTATCCCTCTTGA-3' 55 250
IDH 1
Exon4  5'-CCATTTGTCTGAAAAACTTTGCT-3'/5'AAGAATAAAACACATACAAGTTGGAAA-3' 53 419
IDH 2
Exon4  5'- AATTTTAGGACCCCCTCTG-3'/5' CTAGGCGAGGAGCTCCAGT-3' 53 325

* Tm: Temperatura de anelamento.

O DNA extraido dos tumores foi quantificado e as ReagBes em cadeia da
polimerase (PCR) foram realizadas utilizando 50ng/ul de DNA, 2.5ul de Tampao IIB
10x (NaCl 40mM; Tris HCI 10mM, pH 8.4; Triton X-100 0.1%; MgCI2 1.5mM), 2.5 pl de
dNTPs (0.2mM), 0.5ul de cada par de primers (10pmol/ml) e 0.25ul de Tag polimerase
(0.625U). Os produtos foram amplificados em termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient, utilizando as seguintes etapas: desnhaturacdo a 940C por 3 minutos, e, 35
ciclos de desnaturacdo a 940C por 30 segundos. Anelamento a 55-600C por 30
segundos e extensdo a 720C por 30 segundos. Ao término dos ciclos, as reacdes
passaram por uma extensao final a 720C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit de purificagdo lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), seguindo as instrucdes
contidas no manual. A visualizacdo das bandas foi realizada em um gel de
poliacrilamida 6.5%. O protocolo de coloracdo envolveu uma etapa de fixacdo em
acido acético glacial 10%, lavagem em &gua destilada por 3 minutos; etapa de
impregnacdo em solucdo de nitrato de prata (10.5g AgNO3, qg.s.p 100ml H20,
formaldeido 37%, g.s.p 50ml de &gua destilada) lavagem em &gua destilada por 15
segundos e a etapa de revelagdo em uma solugéo contendo 50ml de carbonato de
sédio (3g de NaCO3, g.s.p 100ml H20 75ml de formaldeido 100% e 20ul de tiossulfato
de sédio 10mg/ml).
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As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit, seguindo as instru¢des do fabricante (Applied Biosystems).
As sequéncias foram obtidas em sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer 4 capillaries
(Applied Biosystems) e analisadas utilizando o programa Sequencher v.4.9.

3.3. Imuno-histoquimica

3.3.1. PTEN, BRAF, TBRII e Ki-67

As trinta e oito amostras provenientes de tecidos incluidos em blocos de
parafina obtidos do acervo foram cortados e corados por Hematoxilina-Eosina (HE),
para a identificacdo das areas de tumor. Os cortes foram desparafinizados em xilol e
re-hidratados em &agua, apdés banho em alcool. O blogueio da peroxidase foi realizado
em peroxido de hidrogénio a 1%, durante 15 minutos. Apés este periodo, foram
enxaguados em agua corrente. A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando
solucdo tampéo de EDTA (pH 8.0), em panela de vapor a 94°C por 30 minutos. ApGs o
resfriamento a temperatura ambiente, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios previamente diluidos (descritos na tabela 2) por 18 horas. Na reag&o imuno-
histoquimica para Ki-67, a incubagdo com o anticorpo primério foi realizada por 30
minutos e a recuperacao antigénica foi feita utilizando solucéo de citrato pH6,0. Apés
enxaglie com PBS, os cortes foram cobertos com o reagente amplificador de sinal
(DAKO EnVision Visualization System) durante 30 minutos, novamente enxaguados
em PBS e incubados em solugdo cromégemo-substrato (DAB-DAKO Em Vision
Visualization System) por 7 minutos. Apds este periodo, os cortes foram lavados em
agua destilada, contra-corados com hematoxilina e montados com Entellan.

Para cada anticorpo foi incluido na mesma bateria um controle positivo (tabela

2) e um controle negativo, no qual o anticorpo primario foi omitido.
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Tabela 2: Anticorpos primarios utilizados para a imuno-histoquimica, com respectivas

diluicdes, solucdes de recuperacdo antigénica e controles positivos utilizados

Cdédigo  Fabricante Clone Diluicdo Recuperacdo Controle
antigénica positivo
Ki-67 M7240 DAKO MIB-1 1:50 Citrato pH Tonsila
6,0
PTEN NCL- NovoCastra, 28H6 1:100 EDTA pH 8,0 Tonsila
PTEN Newcastle,
UK
BRAF sc-9002 Santa Cruz H-145 1:100 EDTA pH 8,0 Tecido
biotechnology glandular
TGFB NB100- Novus Policlonal 1:100 EDTA pH 8,0 Tecido
Receptor 91994 biologicals nervoso

3.3.2 Avaliacdo dos resultados de imuno-histoquimica
A imuno-marcacéo foi avaliada utilizando-se microscopia de luz (aumento de

400x).

A expressdao da proteina PTEN foi investigada utilizando um anticorpo
marcador de PTEN nuclear. A reatividade de PTEN foi avaliada individualmente em
todas as amostras. A analise da imunoexpresséo foi feita em grau 1 (Imunomarcacéao
fracamente positiva das células neoplasicas), grau 2 (Imunomarcacédo
moderadamente positiva das células neoplasicas), grau 3 (Imunomarcacéo fortemente
positiva das células neoplasicas) e 0 na auséncia de imunomarcacao.

O anticorpo anti-BRAF é um marcador citoplasmatico e a expressdo da
proteina BRAF foi avaliada individualmente em todas as amostras, através da analise
de areas normais e tumorais observadas na mesma lamina. A imuno-marcacao foi
classificada em grau 1 (imuno-marcagdo fracamente positiva das células
neoplasicas), grau 2 (imuno-marcacdo moderadamente positiva das células
neoplésicas), grau 3 (imuno-marcacédo fortemente positiva das células neoplasicas) e
0 na auséncia de imunomarcacéo.

A andlise da imunolocalizagdo de Ki-67 foi realizada utilizando-se um reticulo
de contagem para delimitacdo de campos observados ao microscopio de luz. Em cada
campo delimitado pelo reticulo de contagem, foi mensurado o nimero total de células

e 0 numero de células positivas para a proteina Ki-67. Foram consideradas positivas
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as células que apresentaram nucleo com coloracdo castanha, como resultado da
precipitacdo do cromogeno diaminobenzidina, independentemente da intensidade de
coloragdo. Em cada campo avaliado, foram quantificados o nimero total de células e o
namero de células positivas. A partir dos dados obtidos pela avaliacdo de todos os
campos, foi calculado o indice de marcacao pela férmula:

indice de marcagéo = soma do nimero de células positivas nos campos x100

soma do numero total de células nos campos

O indice de marcacédo indica, portanto, a percentagem de células positivas
sobre o numero total de células do campo avaliado.

A expressdo de TBRII foi avaliada estimando-se a percentagem (P) de células
normais e tumorais mostrando a coloracdo caracteristica (0% a 100%) e a intensidade
da coloracéo (I) (1= fraca; 2= moderada; 3= forte). Os resultados foram obtidos pela
multiplicacdo da percentagem de células positivas pela intensidade da marcacgédo para
gerar um score numérico, de acordo com Zuo et al, 2012, conforme descrito abaixo:
0= negativo (auséncia de coloracéo)
1= fracamente positiva (coloracdo pélida)
2= moderadamente positiva (amarelo escuro)
3= fortemente positiva (marrom)

A partir da multiplicacdo dos valores obtidos na porcentagem e intensidade da
marcagao, foi obtido um score final como se segue:

Escore 1 notas 0 a 4 = negativo ou marcadamente reduzido

Escore 2 notas 6 a 8 = fracamente ou moderadamente positivo

Escore 3 notas 9 a 12 = fortemente positivo

Todas as reacbes foram avaliadas por um Unico pesquisador (LCS), sem o
conhecimento prévio da classificagdo do grau histolégico.

Os dados gerados foram transferidos para planilhas do programa Excel, e

armazenados para a realizacdo dos testes estatisticos.

3.4. Analise estatistica

Os valores das areas marcadas por imuno-histoquimica de cada lamina foram
utilizados para o célculo das médias. As correlacdes entre os dados obtidos por
imuno-histoquimica e a graduagéao histolégica dos tumores foram feitas pelo teste t de
Student para correlacdo entre dois grupos ou ANOVA para correlagdo entre mais
grupos através do software GraphPad Prism 5.0, www.graphpad.com. O valor de

p<0,05 foi considerado significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes

Dos 38 casos analisados, 13 foram diagnosticados como gliomas de grau |, 11
como gliomas de grau I, trés como gliomas de grau Ill e 11 como gliomas de grau IV.
O valor em percentagem e o0 estadiamento tumoral de todos os sub-tipos esta
demonstrado na tabela 3 e na figura 4. As outras caracteristicas clinicas dos pacientes
estdo demonstradas na Tabela 4. Dezoito pacientes pertenciam ao sexo masculino e
vinte ao sexo feminino. Em relacdo a raca, um (2.63%) era negro, sete eram
caucasianos (18.42%) e 30 (78.94) eram pardos, conforme representado na figura 5. A
idade variou de um a 72 anos, sendo a média de 36,5 anos, sendo 10 criangas e 28

adultos.

Tabela 3: Classificacéo histolégica e graduacéo tumoral dos pacientes com gliomas

Classificacao histologica dos pacientes com gliomas

Tipo histologico Grau do tumor (OMS) N %
Total de casos 38 100
Astrocitoma pilocitico grau | da OMS 11 28,94
Astrocitoma subependimario grau | da OMS 1 2,63
Ependimoma mixopapilar grau | da OMS 1 2,63
Ependimoma grau Il da OMS 1 2,63
Astrocitoma difusoffibrilar grau Il da OMS 7 18,42
Oligoastrocitoma grau Il da OMS 1 2,63
Oligodendroglioma grau Il da OMS 1 2,63
Xantoastrocitoma pleomorfico  grau Il da OMS 1 2,63
Astrocitoma anaplasico grau lll da OMS 2 5,26
Oligodendroglioma anaplasico  grau lll da OMS 1 2,63

Glioblastoma multiforme (GBM) grau IV da OMS 11 28.94




B GRAU |

B GRAU I
mGRAU I
B GRAU IV

Figura 4: Representagédo gréfica da graduacao histolégica dos tumores

Variantes N N%

Idade (anos) 0-20 10 26,31
20-40 7 18,42
40-60 16 42,10
60-80 4 10,52
Néo 1 2,63
informado

Recidiva Sim 19 50
Néo 19 50

Sobrevida GRAU | 4,77

média GRAU Il 1,72

(anos) GRAU I 1,33
GRAU IV 1,3

Quimioterapia Sim 6 15,78
Néo 20 52,63
N&o 12 31,57
informado

Radioterapia Sim 8 21,05
N&o 18 47,36
informado 12 31,57

Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de gliomas
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Figura 5: Representacéo grafica da distribuicdo quanto araga de pacientes com gliomas

A metade dos pacientes apresentou recidiva tumoral, sendo que sete vieram a

Obito em um periodo inferior a dois anos.

4.2 Andlise de sequenciamento

4.2.1 PTEN

No sequenciamento do gene PTEN, foi detectada uma mutacdo, G1937A, no exon 6
gue ndo havia sido descrita anteriormente na literatura. Esta apresenta-se em
heterozigose e ndo acarreta troca de aminoacidos . Esta mutacéo foi identificada em
um paciente do sexo feminino portador de glioblastoma multiforme. N&o foi detectada
qualquer alteracdo na sequéncia dos exons 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 9 desse gene.
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0% Fragrnent base #93%, Base 94 of 189
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Figura 6: Eletroferograma mostrando a mutagdo G1937A no exon 6 de PTEN

4.2.2 BRAF

Em nenhum dos pacientes analisados foram detectadas mutac¢des ou polimorfismo no
exon 15 do gene BRAF.

4.2.3 KRAS

Em nossa analise ndo foram detectadas mutacdes ou polimorfismos nos exons 2 e 3
de KRAS.

4.2.4 |DH1 e IDH2

No sequenciamento do exon 4 de IDH1 observamos a presencga da mutacdo missense
R132H (rs121913500) em um paciente diagnosticado com astrocitoma difusoffibrilar
grau Il da OMS.
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Figura 7: Eletroferograma mostrando a mutagdo missense p.R132H (rs121913500) em heterozigose
no exon 4 de IDH1.

No exon 4 de IDH2, um polimorfismo previamente relatado foi identificado: a
substituicdo de base silenciosa (CTG> CTC) na posigéo p.L143L (rs144712130) em

um paciente diagnosticado com astrocitoma difuso/fibrilar grau 1l da OMS.

1

[DHAZ1 TR_FOZ_00Z Fragment baze ®156. Base 157 of 299
A

T C C_ T g G G G G G G A C T G T
TA 9 A 2 3 33 33 3T 9 A I
IDHZ17F_FO1 002 Fragrnent base #1356, Base 124 of 294 =
A T [ [ T s G G G G G G A C T G T
AT CCT S 6 666G G ACT T

T

Figura 8: Eletroferogramas representativos do polimorfismo (CTG> CTC) na posi¢cao L143L
(rs144712130) no exon 4 de IDH2.
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4.3 Achados imunoistoquimicos

4.3.1 Associagao do grau histolégico com a proliferacéo celular (Ki-67)

A associacdo do grau histolégico com a proliferacdo celular estad representada na
figura 9. A andlise foi feita por meio da percentagem de expressao da proteina Ki-67.
Na representacdo grafica esta representada a média da percentagem em tumores
considerados de baixo grau e de alto grau. Encontramos diferenca significativamente
maior entre a expressdo de Ki-67 nos tumores de alto grau quando comparados aos
tumores de baixo grau. As figuras 10 e 11 demonstram a percentagem de

imunomarcacéo da proteina Ki-67.

P =0,0003

404 _I_

%de Ki-67

Alto grau Baixo grau

Figura 9: Associacdo da expresséo da proteina Ki-67 em gliomas com o grau de malignidade
histolégica.



45

8 l’ E) :' f
. id ? ¥ w
% Q
g " ) 9
@ = 4 ¥
o ® S .
v s ® %
@ ) "
" \
&)
» 4 '
P ' .
% -
9
L 4 B ) 1,5 “ % o'
9 4
P
i 2
3 P & A A

Figura 10: Fotomicrografia de glioblastoma multiforme e expresséo da proteina Ki-67 em 40% dos
nucleos.

Notar nucleos de células em proliferagdo imunomarcados de coloragdo acastanhada em comparagdo as
células que ndo estdo proliferando coradas em azul-arroxeado por contra-coloracdo com hematoxilina
(aumento de 400x).
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Figura 11: Fotomicrografia de glioblastoma multiforme demonstrando a expresséo da
proteina Ki-67 em 50% dos nucleos.

Notar nicleos de células em proliferagcdo imunomarcados de coloracdo acastanhada em
comparacao as células que ndo estdo proliferando coradas em azul-arroxeado por contra-
coloragdo com hematoxilina (aumento de 400x).
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4.3.2 PTEN

Avaliamos e classificamos a imunomarcacao de PTEN correlacionando-a com
0s graus dessas neoplasias (figura 12).

Em 11 gliomas de grau |, verificamos que 67% apresentaram imunomarcacao
moderadamente positiva, 16,6% fortemente positiva, 8,2% fracamente positiva e 8,3%
nao apresentaram imunomarcacdo. Em dois casos de pacientes grau | hdo foi possivel
avaliar as laminas devido a escassez de material emblocado em parafina.

Em 11 gliomas de grau Il, observamos 10% de imunomarcacdo fortemente
positiva, 50% de imunomarcacdo moderadamente positiva, 30% fracamente positiva e
10% sem marcagédo. Nos trés casos classificados como grau lll, identificamos 80% de
imunomarcacgéao fracamente positiva e 20% moderadamente positiva.

Em 11 GBMs, tumores considerados grau IV, 0os mais agressivos, encontramos
70% nucleos fracamente marcados e 30% moderadamente imunomarcados. As
figuras 13, 14 e 15 s&o fotomicrografias representativas da imunomarcacéo nuclear de
PTEN em gliomas.

PTEN

2.5+

Expresséo PTEN

Figura 12: Representacao grafica da expressdo de PTEN em relagcéo a graduagao
histologica de gliomas
P > 0.66



Figura 13: Fotomicrografia demonstrando expresséo fracamente positiva de PTEN em

oligodendroglioma (GRAU II).

Notar ndcleos marcados de coloragdo marrom clara (aumento de 400X).
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Figura 14: Fotomicrografia demonstrando expressdo moderadamente positiva de PTEN em glioma

de baixo grau.

Notar ndcleos marcados de coloragdo marrom (aumento de 400X).
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Figura 15: Fotomicrografia demonstrando expressao fortemente positiva de PTEN em glioma de

baixo grau. Notar nicleos marcados de coloragdo marrom escura (aumento de 400X).

4.3.3 BRAF

A expressdo da proteina BRAF foi avaliada individualmente em todas as
amostras, através da andlise de areas normais e tumorais observadas na mesma
lamina. Verificamos diferenca significativa entre a expressao da proteina nos gliomas
de grau | quando comparados aos gliomas de grau Il e grau IV, sendo observada
maior expressdo de BRAF nos graus Il e IV (figura 16). A tabela 5 representa a
percentagem da expressao da proteina em cada grupo classificado quanto ao grau
histolégico dos tumores.

As figuras 17 e 18 sdo fotomicrografias representativas da imunomarcagéo

citoplasmética de BRAF em gliomas.



Expressao de BRAF
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Figura 16: Representacdo grafica da expressdo de BRAF em relacdo a graduacéo histolégica de

gliomas.
* p<0,05
**p< 0,01

Tabela 5: Percentagem da expressdo de BRAF de acordo com a graduacéo histolégica

de gliomas

Expresséo de | GRADUACAO HISTOLOGICA

BRAF % GRAU | GRAU Il GRAU Il GRAU IV
0 Auséncia de | 36.36 10 0 0
marcacgao

1 Fracamente 63.63 30 33.3 0
positiva

2 Moderadamente | 0 30 33.3 80
positiva

3 Fortemente 0 30 33.3 20
positiva
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Figura 17: Fotomicrografia demonstrando expresséo fortemente positiva de BRAF em
GBM (GRAU IV).
Notar area tumoral apresentando hipercelularidade de coloragdo marrom escura em contraste

com é&rea de tecido normal contra-corada por hematoxilina (aumento de 200X).

Figura 18: Fotomicrografia demonstrando expressdo moderadamente positiva de BRAF
em GBM (GRAU IV).
Notar area tumoral apresentando hipercelularidade de coloragdo marrom e nucléos arroxeados

contra-corados por hematoxilina (aumento de 400X).
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4.3.4 TGF-B

A expressédo da proteina do receptor Il de TGF-B (TBRII) foi avaliada individualmente
em todas as amostras, através da analise de areas normais e tumorais observadas na
mesma lamina. Verificamos diferenga significativa entre a expressdo aumentada da
proteina nos gliomas em comparacgéo aos tecidos normais (figura 20). As figuras 21,
22 e 23 séo fotomicrografias representativas da imunomarcacgéo de TRRIlI em gliomas.

Expresséao do receptor Il de TGF-beta

Figura 19: Representacao gréfica da expresséo de TBRIl em gliomas em relacdo aos
tecidos normais.
* p< 0.001



Expressao do receptor Il de TGF-beta

Figura 20: Representacéo gréfica da expressédo de TBRIl em relagdo a graduacéo
histol6gica de gliomas.
P >0.08

Expressédo do receptor Il de TGF-beta

Figura 21: Representacéo gréafica da expressdo de TBRIl em relagao a graduagao
histol6gica de gliomas.
P >0.04
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Figura 22: Fotomicrografia demonstrando auséncia de expresséo de TBRII em tecido
normal.

Notar nucléos arroxeados contra-corados por hematoxilina (aumento de 400X).

Figura 23: Fotomicrografia demonstrando expressao de TBRIl em GBM (GRAU IV).
Notar células tumorais apresentando imunomarcac¢éo de colora¢cdo marrom e nucléos e

estroma tumoral contra-corados por hematoxilina (aumento de 400X).
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Figura 24: Fotomicrografia demonstrando expressao fortemente positiva de TBRIl em GBM (GRAU

V).

Notar area tumoral apresentando hipercelularidade de coloragdo marrom e nucléos e estroma tumoral

contra-corados por hematoxilina (aumento de 400X).



55

5. DISCUSSAO

Apesar de avangos recentes a cerca da biologia tumoral, a génese dos
gliomas permanece complexa e nao totalmente esclarecida. Os genes envolvidos
nesse processo séo considerados marcadores moleculares em potencial, associados
com a susceptibilidade ao cancer. Portanto, um melhor entendimento de alteracdes
genéticas e nas diversas vias de sinalizacao relacionadas é de grande relevancia para
0 progresso de terapias novas bem como diagndstico e prognostico mais especificos
permitindo uma sobrevida aumentada dos pacientes. Um fato que exemplifica essa
complexidade é a pequena percentagem de histdria familiar de glioma nos individuos
doentes. Algumas sindromes como a Neurofibromatose tipo 1 e 2 estéo relacionadas a
formacdo desses tumores e fatores ambientais podem também estar envolvidos,
porém, o papel determinante dos mesmos, ainda ndo esta bem estabelecido
(Hambardzumyan et al., 2011). Em nosso estudo, uma paciente diagnosticada com
astrocitoma pilocitico (grau | da OMS) apresenta em concomitancia neurofibromatose
do tipo 2 com histérico de diversas ressec¢fes cirirgicas de meningiomas e
astrocitoma pilocitico.

De acordo com a literatura estudada, as alteracdes moleculares presentes nos
gliomas envolvem diversas vias de sinalizacdo e podem apresentar significados e
frequencia diversos. Neste trabalho, procuramos investigar o perfil de alteracdes
genéticas nos genes PTEN, BRAF, KRAS, IDH1 e IDH2, bem como a expressao das
proteinas de PTEN, BRAF, TGF-8 e Ki-67 em gliomas, buscando contribuir para a
compreensdo do papel desses genes na patogénese molecular desses tumores.

Os tumores astrociticos sdo 0s tumores intracranianos primarios mais
frequentes e dentre estes, o GBM é mais comum e também o0 mais agressivo e letal,
sendo classificado como grau IV. Nossos dados clinicos correspondem ao descrito na
literatura, sendo que em 38 casos estudados, 34 (89,4%) exibem componente
astrocitico. Porém, encontramos frequéncia maior de astrocitomas pilociticos,
classificados como grau |. Estes representam 34,2% ao passo que os GBMs
corresponderam a 28,9% das nossas amostras. Dos onze GBMs analisados no
presente estudo, nove sdo primarios e em dois ndo foi possivel distinguir entre
primarios e secundarios devido a auséncia de dados clinicos suficientes para
esclarecer essa condicdo. Desse modo, temos uma percentagem de no minimo 81,8
desses tumores primarios, corroborando com a frequencia mais elevada destes em

relacdo aos GBMs secundarios (Ohgaki, 2005).
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Apesar dos esforcos em melhorar a terapia para GBMs, os mesmos ainda nao
foram suficientes para mudar consideravelmente a sobrevida dos portadores. Em uma
meta-andlise recente de 12 experimentos clinicos randomizados, a taxa de sobrevida
global de pacientes com gliomas grau IV foi de 40% durante um ano, e apenas um
pouco mais elevada (46%) apés a adicao de terapias adjuvantes (Parsons, 2008).

Definimos a associacdo do grau histolégico com a proliferagé@o celular por meio
da percentagem de expressdo da proteina Ki-67. O Ki-67 é um antigeno nuclear
especifico associado a proliferagéo celular sendo utilizado amplamente em diversos
tipos de céancer para determinar o grau de proliferacdo e consequentemente a
atividade tumoral (Gerdes et al., 1984).

Muitos estudos tem se concentrado sobre o valor clinico da atividade
proliferativa em tumores, especialmente o indice de marcagéo Ki-67 (Pich et al., 2004).
Esses dados corroboram com nossos resultados que apontaram diferenca significativa
entre o indice de proliferacdo celular pelo Ki-67 em gliomas considerados de baixo
grau, nos quais a imunomarcacdo foi consideravelmente menor em relagdo ao
percentual de gliomas de alto grau, sobretudo nos glioblastomas multiformes.

Células tumorais apresentam uma maior atividade proliferativa, e por isso o
estudo de marcadores de proliferacdo celular como Ki-67, se torna imprescindivel para
avaliar o potencial de malignidade e prognéstico dos tumores malignos. Além disso, os
marcadores de proliferac@o celular também podem auxiliar no diagnéstico de tumores
com caracteristicas morfolégicas semelhantes, mas com diferentes padrbes de
atividade proliferativa (van Diest et al., 1998).

Sabe-se que o prognéstico de pacientes com GBM esté intimamente associado
com a invasédo, migracao e alto potencial de crescimento das células tumorais que leva
a formacgéo de &reas necroticas presentes no tecido afetado. Além disso, as vias de
angiogénese que apresentam caracteristicas peculiares nesses tumores possuem um
papel importante na sua génese (Wang et al., 2010). Estudos direcionados pela base
molecular e consequentemente terapias-alvo fornecem uma perspectiva promissora
para os doentes com essa doenga universalmente fatal.

Nesse sentido, um gene extensivamente estudado recentemente € o IDH. As
mutacbes em IDH1 e IDH2 foram inicialmente identificadas por Parsons e
colaboradores em 2008 através de analise genbmica em glioblastomas. Estudos
subsequentes demonstraram que mutacdes no gene IDH1 sdo bastante frequentes,
ocorrendo em cerca de 80% dos gliomas de baixo grau e em glioblastomas
secundarios principalmente em pacientes jovens. Em contrapartida, essas mutacdes
parecem ser raras nos astrocitomas pilociticos e glioblastomas primarios e ausentes

em ependimomas e em outros tumores tanto do SNC como em outras partes do corpo.
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No IDH2, embora menos frequente, sdo descritas mutaces em astrocitomas e
oligodendrogliomas (Bleeker et al., 2009; Yan et al., 2009).

Portanto, mutacbes em IDH1 parecem ser um marcador seletivo de GBMS
secundérios, tornando-se um critério importante para complementacdo de exames
histolégicos diferenciando-os dos glioblastomas primarios j& que os dois tipos séo
indistinguiveis morfologicamente (Ducray et al., 2009; von Deimling et al., 2010;
Metellus et al., 2011).

Detectamos a mutacdo missense R132H (subtituigdo da arginina por histidina)
(rs121913500) no exon 4 de IDH1 em um paciente diagnosticado com astrocitoma
difusoffibrilar grau Il da OMS de 28 anos. Esta é a mutacdo mais frequente do IDH,
sendo observada em 83-91% de todas as mutacdes encontradas. As mutacdes
identificadas no gene IDH1 foram todas muta¢gfes missense, em heterozigose (Yan et
al., 2009). No exon 4 de IDH2, um polimorfismo previamente relatado foi identificado: a
substituicdo de base silenciosa (CTG> CTC) na posigéo L143L (rs144712130) em um
paciente diagnosticado com astrocitoma difuso/fibrilar grau 1l da OMS.

Um grande desafio na rotina pratica de neuropatologia é a distingdo entre a
gliose reativa, que pode ser devido a condi¢gdes neoplasicas e ndo neoplésicas e os
astrocitomas difusos (OMS grau Il). Especialmente, em relagédo a bidépsias com pouca
disponibilidade de material histoloégico. Considerando as diferengas marcantes no
prognéstico e terapia entre estes dois processos ap0s um diagndstico patoldgico,
torna-se essencial investir em estudos que possam viabilizar o uso de ferramentas que
otimizem o diagnéstico diferencial entre essas alteracdes. A mutacdo R132H no IDH1
pode se tornar um marcador de astrocitomas difusos, oligodendrogliomas e
glioblastomas secundarios, auxiliando no diagnostico e prognostico de pacientes
(Rivera-Zengotita & Yachnis, 2012). Ainda, a auséncia de mutagcdes no IDH em
astrocitomas pilociticos de grau |, pode ser importante para distingui-los de outros

subtipos de grau Il em casos ambiguos (Capper et al., 2009).

Em nosso estudo, ndo encontramos a mutacdo R132H nos casos de
astrocitomas pilociticos estudados, corroborando com o descrito por Parsons e
colaboradores (2008) e por Capper e colegas (2009). Tendo em vista que 0 curso
clinico dos astrocitomas pilociticos raramente evolui para transformagédo maligna, essa
caracteristica aponta que estes tumores surgem a partir de um mecanismo diferente
dos de alto grau.

O paciente portador da mutacdo em IDH1 foi diagnosticado em 2011 e até o
presente momento ndo apresentou recidiva tumoral. Este fato possivelmente pode
estar relacionado com o melhor prognostico conferido pela presenca da referida
mutacdo. O mecanismo responsavel pela maior sobrevida nesses pacientes ainda nao
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€ conhecido. Postula-se que como resultado da diminuicdo dos niveis de a-
cetoglutarato e aquisicdo da capacidade de converter a-cetoglutarato a R(-)2-
hidroxiglutarato 2HG, ocorra aumento no estresse oxidativo celular e, portanto, uma
maior sensibilidade a quimioterapia e radioterapia (Dang et al., 2009). Considerando
que nao sdo todos os pacientes que recebem tratamento adicional além da resseccao
cirdrgica, inclusive o paciente do presente estudo, acreditamos que outros fatores

possam estar envolvidos.
Acreditamos que a detecgao de R132H em apenas um paciente foi devida ao

namero restrito de amostras disponiveis para sequenciamento genético e a
diversidade entre os graus dos tumores nessas amostras. Além disso, em nossa
amostragem, possuimos um maior nimero de casos referente a GBMs primarios e
astrocitomas pilociticos, subtipos que normalmente ndo abrigam muta¢cdes em IDH1.
Portanto, para determinar o papel de IDH1 em gliomas de grau Il, Il e GBMs
secundarios, estudos adicionais sao necessarios.

Yan e colaboradores (2009) verificaram que em casos, onde ndo houve a
identificacdo da mutacdo R132H no exon 4 de IDH1, foi detectado por vezes,
mutagdes no residuo R172 no exon 4 de IDH2 sugerindo que este apresente uma
funcdo analoga a do gene IDH1. Ainda, estes autores, assim como Watanabe et al.,
(2009) verificaram que a aquisicdo de mutacdo IDH1/IDH2 ocorre anteriormente a
aquisicao de mutagbes TP53 ou a codelecgcdo 1p/19q, sugerindo que estas mutacdes
sdo alteracBes genéticas iniciais na evolugcdo dos gliomas, podendo afetar uma
populacdo de células precursoras comuns. Tanto 0s astrocitomas como 0s
oligodendrogliomas contém, frequentemente, mutacdes somaticas no IDH1 ou IDH2,
mas nado partilham de outras alterac6es genéticas que ocorrem no desenvolvimento
destas duas linhagens celulares tumorais. Isso € um ponto interessante e intrigante
das mutacdes em IDH1, pois, antes dessa descoberta, era muito dificil distinguir esses
dois tumores por alterages moleculares. Assim, a presenca dessas mutacdes nas
duas entidades sugere uma origem comum a partir de uma mesma célula precursora.
Os glioblastomas primarios, raramente, apresentam mutagfes em IDH1, sugerindo
que glioblastomas primarios e secundarios podem originar-se a partir de células
precursoras diferentes (von Deimling et al., 2010).

Ao contrario de mutacdes em IDH1, alteracdes genéticas envolvendo PTEN
sdo mais frequentes em GBMs primarios que em GBMs secundarios. Esse gene esta
relacionado ao desenvolvimento e manutencéo da integridade do SNC.

PTEN é um gene supressor de tumor, localizado no cromossomo 10¢g23.3 e
mutacbes somaticas neste gene foram identificadas em varios tipos de tumores

humanos. Muitos estudos afirmam que PTEN é um dos genes mais freqiientemente
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mutado, deletado e silenciado em cancer (Cantley & Neel, 1999; Simpson & Parsons,
2001; Pandolfi, 2008).

E bem estabelecido na literatura a associacgéo entre tumores do SNC e PTEN
(Liu et al, 1997; Endersby & Baker, 2008; Zheng et al., 2008; Tang et al., 2011; Mueller
et al, 2012), porém nossos resultados de sequenciamento genético ndo demonstraram
essa correlacgéo.

Na analise dos nove exons de PTEN detectamos uma troca silenciosa de base,
G1937A, no exon 6 em uma paciente portadora de glioblastoma multiforme primario.
Esta ndo havia sido descrita anteriormente na literatura, apresenta-se em heterozigose
e ndo acarreta troca de aminoacidos. Fults & Pedone (2000), descrevem que a
expressao da proteina PTEN apresenta-se significantemente diminuida em tumores
com mutacdes genéticas em PTEN quando comparados a tumores sem mutacdes
nesse gene. Apesar dessa caracteristica, a prevaléncia da supressao na expressao da
proteina € bem mais frequente que as alteragcbes genéticas. Assim, procuramos
investigar a imunoexpressao da proteina PTEN por imunoistoquimica nas amostras
disponiveis em blocos de parafina.

Encontramos uma tendéncia para menor expressdo de PTEN nuclear em
células neoplasicas quando comparada com células normais. Esses dados estdo de
acordo com Eng (2003) que descreveu alta expressdao de PTEN nuclear em células
normais e reduzida conforme a progressao neoplasica avangava, concomitante ao
aumento da expressdo citoplasmética de PTEN. N&o verificamos em nossa andlise
correlagao significativa entre o grau histolégico do tumor e a expressdo de PTEN.

A expressao de PTEN na paciente portadora da mutacéo silenciosa no exon 6,
apresentou-se moderadamente diminuida. Entre os GBMs analisados, 56%
apresentaram o mesmo padrdo de imunomarcacgdo, sugerindo que a mesma nao
influencia a expressé@o da proteina PTEN. Estudos prévios relataram que diferentes
tipos de cancer e diferentes tipos de populagédo apresentam caracteristicas distintas
guanto a expressdo de PTEN (Eng, 2003; Hennenlotter et al., 2008). Devido a
auséncia de correlagdo entre nossos resultados de sequenciamento e imuno-
histoquimica, é interessante realizar, como continuagdo dos estudos, sequenciamento
de PTEN em um ndmero maior de amostras com o mesmo estadiamento tumoral, e
assim, tracar um perfil da expressdo dessa proteina bem como de possiveis
alteracdes genéticas.

Cerca de 20% dos tumores humanos tém mutacdes pontuais ativadoras em
RAS, sendo mais frequentes em KRAS (85% do total), seguido por NRAS (15%), e

HRAS (< 1%) (Bos, 1989). Em sua forma mutante KRAS fica permanentemente ativa
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uma vez que as GAPs ndo hidrolisam o GTP e, portanto, promovem proliferacdo e
crescimento celular intermitente (Robbins, 2010).

As mutacOGes germinativas da proteina neurofibromina, da via de RAS em
individuos com neurofibromatose tipo | parecem estar relacionadas a predisposi¢ao
para desenvolver astrocitoma pilocitico. Isto sugere que a associacdo de ativacao de
vias sinalizadoras de RAS desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de
astrocitomas. Entretanto, Janzarik e colaboradores (2007) indicam que mutacOes
sométicas em KRAS sdo raras em astrocitomas pilociticos. Eles investigaram
astrocitomas de grau | e Il e identificaram a mutacdo soméatica G12A de KRAS em
apenas um astrocitoma pilocitico entre 25 analisados. Esses achados estdo de acordo
com nossos resultados, pois em 16 amostras sequenciadas, ndo identificamos
alteracbes em KRAS. Este fato pode ser explicado pela variagdo de graduacéo
histol6gica em nossa amostragem.

Embora néo totalmente estabelecida, estudos apontam associa¢do importante
de mutagbes em BRAF com gliomas pediatricos, principalmente, xantoastrocitoma
pleomaérfico e astrocitomas pilociticos, representando um alvo molecular em potencial
nestes subtipos histolégicos em criangas (Dougherty et al., 2010; von Deimling et al.,
2010). De acordo com Dias-Santagata e colaboradores (2010), a frequéncia dessa
associacao pode chegar a 60% de mutacdo BRAFV600E em xantoastrocitomas.

No entanto, assim como em KRAS, no presente trabalho, ndo detectamos a
mutacdo BRAFV600E, foco de nossa pesquisa.

Dougherty e colaboradores, 2010 acreditam que somente a mutagao
BRAFV600E ndo seja suficiente para a formacédo de lesdes malignas e que outras
alteracdes genéticas adicionais sejam necessarias para a progressao das lesdes.
Avaliando 31 tumores pediatricos, incluindo ganglioglioma e xantoastrocitoma
pleomorfico, eles detectaram a mutagdo BRAFV600E em 14 desses tumores. Entéo,
0S autores procuraram mutacdes no exon 4 de IDH1, nos exons 2 e 3 de KRAS e nos
exons 2 a 9 de P53 nos tumores com e sem a mutacdo BRAFV600E. N&o foi
identificada nenhuma mutacdo em KRAS e p53, sendo que somente um caso
apresentou a mutacédo R132H em IDH1. Em parte, esses resultados sdo semelhantes
a0s nossos, por ndo termos detectados mutacdes em KRAS e apenas uma em IDH.

No presente estudo, observamos expressdo aumentada de BRAF e expressao
diminuida de PTEN no paciente portador de astrocitoma grau Il e da mutagdo R132H
em IDH1. Apesar das alteragBes citadas serem eventos na tumorigénese, é dificil
avaliar a influéncia de correlagdo entre as mesmas, jA que apenas um caso exibiu

essa mutacéo.



61

Em melanomas, mutagcfes ativas em BRAF e o silenciamento de PTEN sao
alteracdes genéticas comuns que contribuem para a melanogénese. Embora
colaborem para as caracteristicas fisiopatolégicas agressivas do melanoma, a ativagao
oncogénica de BRAF em melandcitos € insuficiente para a transformagdo maligna
efetiva. Assim, a progressao para o melanoma é acompanhada pelo silenciamento de
um ou mais genes supressores de tumor (Tsao et al., 2000). De fato, Dankort e
colaboradores em 2009, demostraram que a perda de PTEN é necesséria para o
desenvolvimento de melanoma em camundongos que possuem a mutacao
BRAFV600E. Ap6s a inducdo da expressdo especifica de BRAFV600E em
camundongos, os animais desenvolveram hiperplasias melanociticas benignas sem
evolugéo para melanoma ao longo de 15-20 meses. Em contrapartida, a expressao de
BRAFV600E associada ao silenciamento de PTEN, promoveu o desenvolvimento de
melanoma com metastases observadas nos linfonodos e pulmdes. Estudos
consistentes abrangendo diversas técnicas para investigar o papel de BRAF no
desenvolvimento de astrocitomas de baixo grau e alteracdes desse gene e PTEN nédo
foram realizados em gliomas pediatricos (Dougherty et al., 2010).

Em nosso estudo, ndo conseguimos avaliar a correlacdo dessa associagdo em
gliomas, por ndo termos encontrado mutagées em BRAF e somente uma alteragéo em
PTEN. Ja na analise imuno-histoquimica, verificamos diferenca significativa entre a
expressao da proteina BRAF nos gliomas de grau | quando comparados aos gliomas
de grau Il e grau IV, sendo observada maior expressao de BRAF nos graus Il e IV.

Nossos resultados sugerem que a superexpressdo de BRAF pode estar
envolvida com progresséo dos gliomas. Davies e colaboradores em 2002 indicam que
a hiperativacéo de BRAF pode dar inicio a tumorigénese (Davies et al., 2002).

Como ja citado, a via de RAS/RAF/MEK/ERK age como transdutor entre o meio
extracelular e o nucleo. Sinais extracelulares como hormdnios, citocinas e varios
outros fatores de crescimento interagem com seu receptor e ativam a familia RAS.
RAS ativo induz altera¢cdes conformacionais em RAF que permite seu recrutamento
para a membrana celular, promovendo mudancas no estado de fosforilagdo e
provocando sua atividade quinase (Garnett & Marais, 2004).

Nossos dados nos permitem supor que outros componentes da via de BRAF
podem influenciar a expresséo da proteina, j& que ndo detectamos altera¢cdes no gene
BRAF. Trabalho publicado por Davies e colegas (2002), reforca nossa idéia ao
descrever que as mutacdes em BRAF estdo presentes em uma ampla variedade de
tipos de céncer, porém, ha uma tendéncia para a ocorréncia das mesmas em tumores
que também abrigam mutacdes em RAS, tais como, melanoma, cancer colorretal e

carcinomas de ovario. A associagdo aparente entre essas duas mutacdes em
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neoplasias semelhantes, sugere que a ativacdo da via RAS/RAF/MEK/ERK pode
acontecer por mutacdo em varios niveis da mesma e que a sua ativagao ocorre em
uma proporgao expressiva de casos. Assim, a partir dos nossos dados, para
determinar quais fatores poderiam estar envolvidos € interessante realizar com o
objetivo de melhorar o entendimento acerca do papel de BRAF na patogénese dos
gliomas, avaliacdo da expressao ou andlise genética de outros componentes da via
RAS/RAF/MEK/ERK.

Com o objetivo de determinar as consequéncias funcionais de mutacbes em
BRAF em uma série de tumores, Dougherty e colaboradores (2010), realizaram
imuno-histoquimica para ERK fosforilada. Eles constataram um padréo variavel de
expressividade de ERK em tumores com e sem as mutagdes em BRAF. Os tumores
com mutacdes em BRAF apresentaram expressao menos intensa do que nos tumores
gue ndo possuiam a mutagdo. Estes resultados sugerem que a ativagdo de ERK né&o é
um indicador especifico para a ativacdo de BRAF em tumores. Além disso, ha
provavelmente outros mecanismos que podem resultar na ativacdo de MAPK em
tumores, como evidenciado pela imunodeteccdo em amostras sem alteracdes em
BRAF.

E importante ressaltar que as alteragcdes genéticas em BRAF sdo altamente
relevantes do ponto de vista terapéutico, pois este gene é um dos mais
frequentemente mutado em tumores humanos. A detec¢cdo da mutacdo BRAFV600E
apresenta potencial para uso clinico como um marcador diagnostico e prognostico.
Além disso, um grande esfor¢o investigativo é investido em estratégias que inibem a
sua atividade. Atualmente, experimentos clinicos envolvendo inibidores seletivos de
BRAF exibiram resultados promissores em pacientes com melanoma metastatico
(Pakneshan et al., 2013). No entanto, efeitos colaterais e mecanismos de resisténcia
foram relatados.

Além da importancia da mutacado BRAFV600E, nossos dados demonstram que
gliomas sem essa mutacao apresentam superexpressao de BRAF e que esta aumenta
de acordo com a progressdo maligna. Consequentemente, a quantificacdo da
expressao de BRAF pode ser util para mensurar a progressado de gliomas e abre
espaco para a busca de outros fatores que poderiam estar implicados na alterac&o de
expressao apresentada pelo presente estudo.

Os dados disponiveis na literatura associados ao nossos resultados de imuno-
histoquimica e sequenciamento para BRAF, permitem levantar uma discusséo sobre
tratamentos alternativos para gliomas que podem incluir ndo somente o0s
medicamentos anti-BRAF, como também o uso de medicamentos que atuem na via
RAS/RAF/MEK/ERK.
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Assim, pesquisas futuras sdo necessarias para melhorar o entendimento sobre
a utilizacéo eficiente das mutacdes em BRAF bem como da expresséo da proteina na
pratica clinica (Smalley, Nathanson & Flaherty, 2009; Pakneshan et al., 2013).

No que diz respeito ao TGF-B, detectamos expressdo de TBRII
signicativamente aumentada nos gliomas estudados em comparacéo ao tecido normal.
Esse resultado foi independente da graduacgéo histologica dos tumores. Apesar de ndo
haver diferenga significativa entre a superexpressdo de TBRII entre os graus de
gliomas, o valor de p =0.08 pode indicar uma tendéncia para maior expressao de
TBRII em gliomas de maior grau histolégico. Além disso, ao comparar a expressao de
TBRII nos gliomas de grau | a lll, observamos diferenga significativa com valor de
p=0.04. No entanto, ao incluir na analise, a avaliagdo dos GBMs, o tumor astrocitico
mais agressivo e infelizmente também o mais comum, a diferenga néo foi significativa.

Masi e colaboradores em 2002, demonstraram expressao aumentada tanto das
isoformas de TGF-B quanto em seus receptores em condrossarcomas quando
comparados em lesbBes cartilaginosas benignas. Em contraposicdo ao que
observamos em nosso trabalho, os autores verificaram correlagdo entre os niveis de
expressao e a graduacgéao histologica dos tumores.

Os dois receptores de TGF- sdo expressos em diversos tipos celulares dos
mamiferos. TRRII possui alta afinidade para todas as isoformas de TGF-[3, ao contrario
de TBRI. TBRI s6 entra em contato com TGF- apds sua ligacado a TRRIl (Massague,
2000).

As acbes de TGF-B estdo envolvidas com as fungdes de Smad, porém, esta
ndo é a Unica que pode ativar ou ser modulada pelos receptores da via. Alguns relatos
indicam que diversas MAPK podem ser ativadas por TGF-B num contexto altamente
variavel dependendo do tipo e condi¢bes celulares (Massague, Blain & Lo 2000). A
correlagcdo entre essas duas vias foi demonstrada por Knauf e colaboradores em 2011.
Eles avaliaram o papel de TGF-f como indutor de um fendmeno conhecido como
transicdo epitélio-mesénquima (EMT), que é associado com a invasao tumoral. Em
culturas celulares primarias de camundongos que apresentavam carcinoma papilifero
da tiredide e abrigavam mutacdo em BRAF, foram detectados marcadores da EMT por
imuno-histoquimica, enquanto que as células selvagens da tire6ide mantiveram suas
caracteristicas epiteliais. Assim, a iniciagdo tumorigénica por BRAF torna as células da
tireGide mais suscetiveis a EMT induzida por TGF-8, sendo um processo dependente
de MAPK.

Inibidores terapéuticos da via de sinalizagdo de TGF-B surgem atualmente
como agentes promissores no combate a diferentes tipos de cénceres humanos
(Anido et al., 2010; Joseph et al., 2012; Neuzillet et al., 2013).
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TGF-B integra uma superfamilia que controla eventos cruciais do
desenvolvimento celular, como, proliferacdo, tumorigénese, diferenciacdo, deposicao
de matriz extracelular, adesdo e migragdo, além de supressor tumoral (Massague et
al., 2005). Esse efeitos o colocam em destague no cendrio cientifico. Pesquisas
recentes em fase clinica | tem utilizado anticorpos monoclonais contra TERIl em
pacientes com tumores solidos avancados. Até 0 momento, os resultados indicam que
os inibidores de TGF-3 serdo uteis e auxiliardo na inibicdo da progresséo tumoral e de
metastases (Neuzillet et al., 2013).

O papel dos integrantes da via de TGF- em gliomas é controverso e de dificil
entendimento. Por causa de sua atuacao dupla na tumorigénese, € necessario um
entendimento mais bem definido de suas a¢des em gliomas. Nao é bem compreendido
o momento em que TGFPB deixa de agir como um supressor tumoral e passa a ser
considerado estimulador da proliferagéo celular. Aparentemente em estagios precoces
da tumorigénese atua como supressor e como estimulador tardiamente. Algumas
evidéncias demonstram que a perda da capacidade de responder ao efeito inibitério
de TGF-B sobre a proliferacdo € acompanhada da progressao do estagio de
malignidade (Kesari et al., 2007). Diante da importancia de TGF-f3, resolvemos estudar
essa citocina em nossa amostragem. Nossos resultados ndo sédo conclusivos, porém
demonstram que TRRIl apresenta-se expressivamente aumentado em gliomas de
diferentes graus e portanto, devem ser pesquisados em outros estudos e em conjunto
com componentes da via de BRAF, ja que ambos podem estar correlacionados, sendo
gque a presenca de mutacdes em um dos dois genes pode influenciar a expresséo do
outro (Kesari et al., 2007; Knauf et al., 2011).

A anadlise de alteracdes genéticas e epigenéticas, bem como das diferentes
vias moleculares envolvidas na progressdo maligna dos gliomas, constitui uma etapa
critica para a identificacdo de alvos terapéuticos em potencial. Tal conhecimento
poderia contribuir para o desenvolvimento de estratégias novas de terapia para essa
doenca cujo progndstico é ruim e o tratamento atual € frustrante para pacientes e
médicos.

Em nosso trabalho, utilizamos técnicas moleculares e imuno-histoquimicas, na
tentativa de identificar alteracdes relacionadas aos gliomas. O método de imuno-
histoquimica € uma técnica de execucgdo relativamente rapida e que pode ser
realizada em um servico simples de patologia cirtrgica. Desse modo, é util e poderia
ser utilizado para determinar o perfil molecular de amostras incluidas em parafina de
gliomas.

As alteracdes encontradas em nosso trabalho podem estar relacionadas com o

desenvolvimento de gliomas, mas a continuacdo de estudos procurando associar
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tanto alteracGes genéticas quanto variacdes de expressdo em BRAF e TGF-B nos
diferentes graus de gliomas com a expressao de outras proteinas da mesma via de
sinalizagcdo se faz necessaria para confirmar tais associacdes e auxiliar na
compreensédo da biologia molecular dos gliomas.
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6- CONCLUSOES

Nossos dados demonstram que gliomas apresentam superexpressdo de BRAF,
independente da presenca da mutagcdo BRAFV600E. A expressao da proteina BRAF
correlaciona-se com a graduagdo histolégica dos gliomas, apresentando-se
aumentada de acordo com o aumento do grau histoldgico dos gliomas. Essa alteragéo
de expressdo entre os graus pode estar associada a progressdo maligna desses
tumores.

Gliomas apresentam expressdao aumentada de TBRIIl, independente do grau
histolégico dos tumores, indicando um papel da via de TGF-B na patogénese dos
gliomas.

A associacao da expressao de PTEN e gliomas ndo pode ser demonstrada, porém
acreditamos que tanto o gene PTEN quanto a expressdo da proteina possa estar
envolvida na patogénese de gliomas, pois percebemos uma tendéncia entre a menor
expressao de PTEN e maior grau histologico. Acreditamos que para definir o papel de
PTEN, estudos com numeros maiores de amostras de gliomas com o mesmo
estadiamento tumoral sejam necessarios.

A proteina Ki-67 é importante para confirmar a quantificacdo da presenca de
mitoses e assim contribui para a classificacdo de gliomas, jA que a imunoexpressao
encontra-se aumentada em gliomas de alto grau.

N&o detectamos alteracbes nos genes KRAS e BRAF, entretanto ndo podemos
descartar a importancia de BRAF e KRAS na patogénese dos gliomas.

A mutacdo R132H em IDH1 parece estar associada a gliomas de baixo grau,
sendo importante para distingui-los de outras alteracdes de células gliais. No entanto,
para avaliar a influéncia dessa mutagdo, assim como em BRAF e KRAS estudos

futuros sao necessarios.
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