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ABSTRACT

Gliomas are the most common primary brain tumocspanting for more than
80% of all neoplasms arising in the Central NervBystem (CNS) and are currently
classified by the World Health Organization (WHO)nta astrocytomas,
oligodendrogliomas, mixed gliomas and ependymomdse diagnosis and
classification are based on their histopathologiggdearance, which sometimes may be
difficult. Despite advances in neurosurgery, chdrampy and radiotherapy, the
prognosis of most glioma patients remains dismal.

In recent years, extensive molecular studies h@ametified diagnostic, prognostic
and predictive markers in gliomas that reinforce WHO histological classification.
The 1p19q coleletion in oligodendroglial tumorsg firesence of somatic mutations in
the genes enconding isocitrate dehydrogensase 1 2artDH1 and IDH2) in
astrocytomas, oligodendrogliomas e oligoastrocy®arad the hypermethylation of the
promoter of G-methylguanine DNA methyltransferasd@MT) gene in glioblastomas
are currently the three most pertinent markersfingke gliomas.

Previous studies suggest that codeletion of chromesarms 1p and 19q has
proven to be a powerful diagnostic and prognostacker. Combined loss of 1p and 19q
has been associated with morphology of oligoderidnogs and with enhanced
survival in these tumors. However, in other gliahobrs, an oligodendroglial component
can mean a better prognostic. Therefore, one ohilms of this Project is the 1p/19q
evaluation concerning the patients’ diagnostic pragjnostic.

Recent published studies considered that mutailoiBH1 and IDH2, are an
important diagnostic and prognostic marker but thaitill unclear. Also, patients with
tumors harboring mutation ®DH1 or IDH2 genes seem to have a better outcome than
patients with non mutated tumors. Thus, anothed gdathis study focus on the
identification and characterization of mutationd#fedence in survival at a population
level and to assess whether they allow reliableraiisnation between primarydé
novg glioblastomas and secondary glioblastomas (thegressed from low-grade or
anaplastic gliomas).

DNA repair protein, MGMT, is one implicated factorglioma chemoresistance.
The prognostic and predictive value of MGMT prommolgpermethylation however
remains controversial. An additional aim of thisidst regards the evaluation of the

prognostic significance of MGMT in patients withajllastomas.
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In total, we analysed 141 patient samples for eseaf patients followed in the
University Hospital of Coimbra with astrocitomas#nl11), oligodendrogliomas (n =
18), mixed gliomas (n = 8) and ependymomas (n = #).our study, the 1p/19q status
was assessed by interphase Fluorescémc8itu Hybridization (iIFISH) (n = 130),
somatic mutations analysis idH1 andIDH2 genes was directed sequenced (n = 128)
and MGMT hypermethylation analysis was performed by usingthyllation-Specific
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification @MMLPA) on the glioma samples
(n = 38).

Our data suggested that deletions of chromosomse aprand 19q are associated
with oligodendrogliomas morphologyp<0,0001), independently of tumor grade.
However, this alteration is not associated withnobgensitivity and enhanced survival.

IDH1 mutations were detected in 17 of 128 gliomas, imictv 3 different
mutations were identified. This study indicatedttiaH1 mutations are frequent in
secondary glioblastomas but rare in primary glistueas (100%s 1,1%, p<0,0001).
Therefore IDH1 mutations also seem to be a more favorable praigrnfastor. None of
the 128 gliomas analyzed contained an IDH2 mutation

The MGMT gene promoter was methylated in 67% anuathylated in 33% of
glioblastoma patients. This marker can be a predidactor of response to
chemotherapy because the patients who had the peoninypermethylation and
underwent chemotherapy had increased their surinvalation to the patients who did
not undergo the therapp<0,001).

Therefore, according to these Project results, wehasized the importance of the
implementation of these three markers, in routiasels, due to their value concerning
the diagnosis leading to a better understandintp@fprognosis as well as the clinical
course and management and also due to their predicalue of the response to

chemotherapy treatments.

Key Words: glioma, 1p/19q deletion, chromosome, isocitrateydeogenase 1 and 2,

mutation, O-6-methylguanine-DNA methyltransferdsgermethylation, biomarkers.
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RESUMO

Os gliomas sdo os tumores cerebrais primarios meggientes, representando
mais de 80% de todas as neoplasias do Sistema $defventral e sdo, actualmente,
classificados, pela Organizacdo Mundial de Saudan eastrocitomas,
oligodendrogliomas, tumores mistos e ependimomasdia@nostico e a classificacao
destes tumores sédo baseados nas caracteristitagatogdgicas que, por vezes, séo
dificeis de definir. Apesar dos avangos na newnogia, quimioterapia e radioterapia, o
prognéstico dos doentes com gliomas é ainda mestervado.

Nos dultimos anos, estudos em gliomas tém identificanarcadores de
diagndstico, de prognostico e preditivos, susceivde ajudarem a definir a
classificagdo histolégica. A codeleccdo 1p/19q emmoares oligodendrogliais, a
presenca de mutacdes soméaticas em genes que awdi§ocitrato desidrogenase 1 e 2
(IDH1 e IDH2) em astrocitomas, oligodendrogliomas e oligoagbowms e a
hipermetilacdo da regido promotora do gst&MT em glioblastomas séo, actualmente,
considerados os trés marcadores mais interessantgomas.

Estudos prévios sugerem que a codelecgdo dos ltagsagomossomas 1p e 19q
tem provado ser um bom marcador de diagnésticognpstico. A perda combinada de
1p e 19q tem sido associada com a morfologia dedadindrogliomas e com o0 aumento
da sobrevida nestes tumores. Contudo, em outrosoré&sm a componente
oligodendroglial pode também conferir um melhor gor@stico. Assim, um dos
objectivos deste Projecto, foi a avaliacdo de Ip/gén relacdo ao diagndstico e
prognostico dos doentes.

Estudos recentemente publicados sugerem que matag8egenedH1 e IDH2,
podem ser marcadores Uteis de diagnéstico e prigmoso entanto, esta relacdo nem
sempre é consensual. Os doentes com mutacdo nesiDétl ou IDH2 parecem ter
um melhor progndstico do que os doentes sem mutBedte modo, pretendeu-se
identificar e caracterizar as mutacdes encontrggdaa a populacdo em estudo, e
correlacionar a sua presenca com a sobrevida dpgattvos doentes. Também, foi
objectivo de estudo avaliar se a presenca de neggpérmite distinguir glioblastomas
primarios le novQ de glioblastomas secundarios (que progridem idengls de baixo

grau ou anaplasicos).
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A proteina de reparacdo de DNA, MGMT, é um factamplicado na
quimioresisténcia em gliomas. O valor preditivoeepdognostico da hipermetilacdo da
regido promotora do gene MGMT permanece, contuntty@verso. Assim, foi também
objectivo deste estudo, avaliar a importancia daermetilacdo no progndstico de
doentes com glioblastomas.

No total, analisaram-se 141 amostras de doentesidesgnos Hospitais da
Universidade de Coimbra, com astrocitomas (n = ,ldlijoastrocitomas (n = 18),
oligoastrocitomas (n = 8) e ependimomas (n = 4).ellindo realizado a perda alélica
1p/19q foi avaliada pofFluorescence In Situ HybridizatioGFISH) (n = 130), as
mutacdes somaticas nos getigbll e IDH2 foram analisadas por Sequenciagéo directa
(n = 128) e a analise de hipermetilacao foi efetdyaorMethylation-Specific Multiplex
Ligation-dependent Probe AmplificatigMS-MLPA) (n = 38).

Os dados obtidos sugeriram que a codelec¢do 1lpgeedid associada com a
morfologia de oligodendroglioma<0,0001), independentemente do grau do tumor.
Contudo, esta alteracdo nao foi associada com rai@gensibilidade e aumento da
sobrevida destes doentes.

Mutagbes IDH1 foram detectadas em 17 dos 128 gliomas estudaelos,
encontraram-se 3 mutagOes diferentes no gBhEl. Este estudo sugeriu que as
mutacOes IDH1 sdo frequentes em glioblastomas secundarios, raass rem
glioblastomas primarios (100% vs 1,1%<0,0001). Além disso, mutac6d®H1
parecem ser também um factor de progndéstico maisrdeel. Nenhum dos 128
gliomas analisados era, todavia, portador de masdpii2.

A regido promotora do gedGMT apresentou-se metilada em 67% dos doentes
e ndo metilada em 33% dos doentes com glioblastowesficou-se que os doentes
com a regidao promotora hipermetilada, quando suboseta radioterapia ou
quimioterapia, apresentaram um aumento de sobrendtidivamente aqueles que
também apresentavam metilagdo, mas que nao foramesidos a qualquer tratamento
(p<0,001).

Assim, através da realizacdo deste Projecto, eemmgnhitacdo dos trés marcadores
em estudo reveste-se da maior importancia, devodgea valor no diagndéstico e a sua
utilidade para prever e controlar melhor o progedstie alguns destes doentes. Tem
ainda, um poder preditivo da resposta ao tipo deéartrento, o qual podera ser

optimizado e ajustado para alguns doentes previ@nsefeccionados.
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Introducao

1. Introducéo

1.1 Neoplasias Malignas Conceitos gerais

O cancro €, actualmente, uma das principais calsasorte em todo o Mundo,
representando um dos principais problemas de SRiddica [19]. Estima-se que,
anualmente, sejam diagnosticados cerca de 11 millti® novos casos e que,
aproximadamente, 7 milhdes de pessoas morram davedta doenca. A Organizacao
Mundial de Saude considera que o0 cancro sera @ipaimausa de morte no Mundo, em
2020 [20, 21].

Apesar de, a nivel Mundial, se ter verificado, atisnos anos, uma diminuicéo
da sua incidéncia, na populacdo Europeia, o nuneeb de casos de cancro tem
aumentado desde 2004 [22]. Relativamente a populRgétuguesa, registou-se, em
2008, aproximadamente 266 novos casos de canciodérfiduos do género masculino
e 190 novos casos em individuos do género fem{ipimn100 000 habitantes) [23].

Em geral, o cancro € um processo lento, que s@ imigna unica célula, devido a
um evento mutacional em genes determinantes e dpmis, se desenvolve em
multiplos estadios, através da acumulagcédo de efiesagenéticas e epigenéticas que
resultam na transformagdo de uma célula normalcélmla cancerigena [1]. Estas
alteracbes podem ser adquiridas hereditariamentap dongo da vida de um individuo
[24].

Os genes mais frequentemente envolvidos na origemnmeloplasias malignas sao:
0s proto-oncogenes, que codificam proteinas regréadio crescimento celular normal
e da diferenciacdo e cujo ganho de funcdo promopml#eracdo celular; os genes
supressores tumorais, que codificam proteinas aquemalmente, suprimem o
crescimento e a divisao celular e que, por perdéungio, promovem a proliferagao
celular; os genes envolvidos na reparacéo do DN#&@enes envolvidos no controlo do
ciclo celular [25].

Embora diferentes tumores possuam diferentes eaistatas, ha caracteristicas
comuns transversais aos diferentes tipos de célula®rais que caracterizam o
processo de carcinogénese, tais como, o facto de€laks serem independentes de
sinais de factores de crescimento, escaparem & dilea apoptose e senescéncia,

manterem o comprimento dos telomeros e, por igent um potencial replicativo
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ilimitado, induzirem a angiogénese e poderem posaucapacidade de invadir e
metastizar (Figura 1). Estas alteracdes genétimamsqvem a transformagéo progressiva

de células humanas normais para células malign&g.[1

Auto-suficiéncia

em sinais de

" crescimento
Invasio do R
tecido e e
Senescéncia

. ol ] apoptosee
metistase ¢ \‘ ‘”\

Angiogénese ” y iﬂr;;::';:‘l_o
continuada i
/ II" ilimitado
L
| L |
/

Evasdoan

Evasioa

’ \ 2 _,"I DanosnoDNAe
sistema & / stress replicativo

L !
imnitirio\ />\

Ao g }i - Stress mitotico
metabalico 9 __J
Instabilidade
genomica

Figura 1 - Representagdo das alterag6es adquiridas pelaaxétalignagadaptada de [1, 2]).

A susceptibilidade para cancro, no entanto, residtama combinacao de factores
endogenos (genéticos e epigenéticos) e de factera®menos (exposicdo a
carcinogéneos ambientais), pelo que o cancro édmyagda uma doenc¢a multifactorial
muito complexa [25].

Deste modo, torna-se imperativo avangos do conleetorcientifico nesta érea.
O estudo dos mecanismos moleculares inerentedentificacdo de novos marcadores
revestem-se da maior importancia para o aparecintenhovas formas de prevencéao e
tratamento do cancro, diminuindo a sua mortalidadmorbilidade e aumentando a

qualidade de vida dos doentes [26].

1.2 Tumores do Sistema Nervoso Central

As neoplasias priméarias do Sistema Nervoso Ce(BfdC) representam 2% de
todas as neoplasias malignas e 20% dos tumoresiangas com idade inferior a 15
anos. Estes tumores constituem a segunda maioa clusnorte por neoplasia, em
doentes com idades inferiores a 39 anos [27, 28].

Os tumores do SNC sdo, de forma mais genéricssifitasios em tumores do

tecido neuroepitelial (incluem os gliomas), em toesogerminativos (incluem os
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meduloblastomas e o0s neuroblastomas), em tumorgesndvos periféricos e em

meningiomas, entre outros [17].

1.2.1 Incidéncia

Dados mundiais da incidéncia de tumores do SNCarma que, a incidéncia &
mais elevada em homens do que em mulheres (aprdamente, 3,7 e 2,6 em cada 100
000 pessoas por ano, respectivamente) [29]. Nap&ufacidental, a incidéncia de
tumores do SNC em homens e mulheres € mais elemadimadamente, 6,7 e 4,5 em
cada 100 000 pessoas por ano, respectivamentdématas similares sdo observadas
em Portugal (aproximadamente, 6,7 homens e 5,0aragdhem 100 000 pessoas por
ano).

Curiosamente, a incidéncia é mais elevada nosgaiaes desenvolvidos do que
nos paises menos desenvolvidos, mas estas difer@ogkem ser consequéncia das
diferentes praticas de diagnostico e acesso a adegcuidados de saude [30]. Alguns
estudos indicam também que a populac¢do caucasiamarha maior incidéncia do que
a africana ou a asiatica [5, 31].

1.2.2 Gliomas

Os gliomas representam mais de 70% de todas atasespdo SNC e constituem

0 grupo mais frequente em adultos [32].

1.2.2.1 Classificacdo

Os gliomas sao divididos em subgrupos baseados anfblogia histologica e
similaridade das suas células com células da gfexediciadas. Desta forma, sao
classificados, segundo a OMS, em: astrocitomasv@tirs de astrocitos ou dos seus
precursores), oligodendrogliomas (derivados de odkgdrécitos ou dos seus
precursores) e oligoastrocitomas (linha mista)dsegstes, os trés maiores subgrupos.
No entanto, existe um outro subgrupo, os ependimpfaarivados de ependimdcitos
ou dos seus precursores) que, ocorrem com uma rfreqaéncia [17, 33, 34] (Tabela
1).
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Tabela 1 — Classificagdo de gliomas de acordo com a Orge@izaMundial de Saude. A
incidéncia e a faixa etéria mais prevalente séorilas consoante o subtipo glial (adaptada de [17])

Incidéncia
Tipo de Glioma  Grau Nomenclatura (% de todos os Idade
tumores cerebrais
I Astrocitoma pilocitico 5-6% <20
Astrocitoma Il Astocitoma difuso 10-15% 30-40
1] Astrocitoma anaplasico 10-15% 45-50
v Glioblastoma multiforme 12-15% 45-75
Oligodendroglioma Il . Oligoden_droglioma _ 2.5% 40-45
1] Oligodendroglioma anaplasico 1.2% 45-50
OfesEsasians Il Oligoastrocitoma 1.8% 35-45
1] Oligoastrocitoma anaplasico 1% 40-45
I Subependimoma 0.7% 50-60
Ependimoma I Ependimoma 4.7% <16,30-40
[l Ependimoma anaplasico 1% >16

Estes tumores sdo também classificados de acomioocgeeu comportamento
bioldgico, variando o grau de malignidade entresl fienos agressivos biologicamente)
e IV (os mais agressivos) [35] (Tabela 1). Embaaf luma grande heterogeneidade
entre os doentes na progressao da doenca, a needabrkvida em gliomas de grau |l
pode variar entre 7 e 10 anos e em gliomas delgrauV pode variar de 1 a 3 anos
[36]. Os tumores de grau | e Il sdo referidos ca@immas de baixo grau e os tumores
de grau lll e IV sdo referidos como gliomas de @tau [36]. Esta classificacdo e
baseada nas caracteristicas das células tumoagscdmo, indice mitético, atipia
nuclear, proliferagdo microvascular, caracteristicevasivas, capacidade de necrose e
no comportamento clinico destes tumores [17, 37, G&ralmente, os de grau |
apresentam células bem diferenciadas e sao coadadebenignos e curaveis com a
completa ressecc¢édo cirtrgica [39]. Em contrasiepgls de grau Il sdo considerados
malignos e, geralmente, invadem e progridem pa@ekede alto grau. Os gliomas de
grau lll exibem aumento de anaplasia e proliferagacentanto, os gliomas de grau IV
sdo a forma mais invasiva e com pior prognosticy. [Estes ultimos sdo, também,
designados por glioblastomas multiformes (GBM) presentam 30% dos tumores

gliais primarios em adultos [41].

1.2.2.2 Glioblastoma primario e secundario

O glioblastoma representa o tipo de tumor ceragbeas frequente e agressivo que,
pode desenvolver-se a partir da progressao de wmaylde baixo grau, sendo nestes
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casos chamado de glioblastoma secundario, ou ddsenge desde o inicio como
glioblastoma primério [42] (Figura 2). Esta disfincfoi feita pela primeira vez, em
1940, pelo Neuropatologista Hans-Joachim Scheres, mas ultimas décadas, ha
evidéncias que estes dois tipos de tumor constiteietidades de doenca diferentes,
estdo envolvidos em vias de sinalizagdo distirdpsesentam diferentes expressoes
proteicas, afectam doentes em faixas etarias distm estdo associados com respostas

variadas ao tratamento [5, 43, 44]. A nivel popolaal, apenas 5% de todos os casos

SRE

Astrocitos ou células precursoras

sao glioblastomas secundarios [3].

DT T

| Astrocitoma de baixo grau ‘

[ Astrocitoma anaplasico }

Secundirio - I Glioblastoma multiforme | >~ Primario

Figura 2 — Desenvolvimento de glioblastomas primarios @séérios (adaptada de [3]).

Assim, um doente com glioblastoma primario, gerai®eé mais velho, na faixa
etaria dos 55 anos, tem uma historia clinica marsac(menos de 3 meses), hao
apresenta evidéncias clinicas ou histopatolégi@dedao precursora pré-existente,
apresenta crescimento tumoral mais rapido e aggs® tem, em geral, pior
prognostico. Por sua vez, um glioblastoma secuna@decta doentes mais jovens e tem
crescimento mais lento [35]. Para serem caracto&zalesta forma, sdo necessarias
evidéncias radiologicas, clinicas e moleculareguieexistiu, anteriormente, uma lesdo
precursora [45, 46]

No entanto, do ponto de vista histologico, um distoma primario e um
secundario sdo indistinguiveis, possuindo taxaprdiéferacdo e invasdo equivalentes
[35, 46]. Do ponto de vista genético, as mutac@eticas especificas, podem variar
entre estes dois subtipos de tumor [35] (Figura 5).
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1.2.2.3 Desenvolvimento e progressao de gliomas

O processo de carcinogénese dos gliomas € comelakula muito desconhecido
[47]. De notar que, apenas cerca de 5% dos doeotegliomas malignos tém histéria
familiar de glioma. Alguns destes casos sdo asgogiaom raros Sindromes genéticos
como Neurofibromatose dos tipos 1 e 2, Sindromd.ideraumeni e Sindrome de
Turcot [48]. Também, os factores ambientais néoté&m revelado directamente
associados com a carcinogénese destes tumoresic® fantor externo de risco na
gliomagénese que tem sido descrito € o uso de oigrapia de elevada dose no
tratamento de outros tumores, apés diversos anegpesicao [49].

A semelhanca do processo de tumorigénese que ommrt®s tecidos humanos, a
gliomagénese resulta de uma acumulagdo sequeneiabltdracbes genéticas e
epigenéticas, incluindo, delec¢des e amplificagliieregides cromossOmicas, mutacdes
génicas, metilacées ou desmetilacdes de DNA edderfais [32]. Contudo, as células de
origem dos gliomas permanecem desconhecidas, umgwse ndo esta ainda claro se
os gliomas resultam da transformacdo de célulasupgeras indiferenciadas ou de
células gliais diferenciadas [50]. A maioria dassslificacdes, considera que os gliomas
se originam a partir de células da glia difereresadho entanto, ndo ha evidéncias que,
células cerebrais, ja diferenciadas, entrem ensd@ivdurante a vida adulta. Por isso,
tem sido sugerida uma outra possibilidade maisgwely segundo a qual, os gliomas se
deverdo desenvolver a partir de células progesitoguronais (possuem uma grande
capacidade de auto-renovacéao e divisao celulal) [51

Existem diferentes vias de sinalizacdo, nomeadamaest vias intervenientes na
regulacdo do ciclo celular (proliferacdo celulasenescéncia), sobrevivéncia celular
(apoptose e necrose), invasdo (adesdo e migracdapgmgénese, que estdo,
frequentemente, alteradas em gliomas [52]. Entrdiaasas vias de sinalizacado que
poderdo estar envolvidas na gliomagénese, estédosiado énfase a vias especificas
(Figura 3) [4].
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Factor de crescimento
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Figura 3 — Esquema das principais vias de sinalizacao elures, frequentemente, alteradas em
gliomas. Receptores tirosina cinase, tais comegceptor do factor de crescimento endotelial (EGHR)
o receptor do factor de crescimento derivado dgueitas (PDGFR) activam as vias de sinaliza¢do PI3K-
AKT-mTOR e Ras-MAPK. Alteracbes na TP53, RB e N&& sambém comuns (adaptada de [4]).

As vias de sinalizacdo que foram encontradas dlsrana maioria dos
glioblastomas foram: a via CDK/ciclina, envolvida regulacdo da divisdo celular; a
via p53, envolvida na resposta a danos no DNA endacdo de apoptose e a via
RTK/RAS/PI3K, envolvida na transmissao de factalesrescimento [53].

1.2.2.4 Complexidade no diagndstico de gliomas

Os tumores cerebrais representam um grande desefio para aqueles que
recebem como para aqueles que fornecem o diagmokbcalizados, geralmente, em
regides de dificil acesso, resistentes a radiacgojmioterapia e a cirurgia de remocao
e oferecendo um grande risco as funcdes desemmenpatb cérebro, estes tumores
sdo um apelo constante a novas estratégias deddiamgne de tratamento mais eficazes.

Actualmente, o diagnéstico é feito por estudosnaiegem (ressonancia magnética
e tomografia axial computorizada), seguido de h&psanalise histologica [54, 55].
Considera-se a histologia do tumor determinantedragndstico e nas decisdes
terapéuticas em gliomas, no entanto, por vezes) smétodo subjectivo e variavel [56].
Entre as principais caracteristicas histologicasenlaveis, destaca-se o polimorfismo
celular, imagens de mitose, hipercelularidade,uzath pela proliferacdo de células

imaturas, citoplasma de limites imprecisos, atipmgleares, trombose vascular e
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proliferacdo microvascular [46]. Estes tumores podembém variar desde neoplasias
com células pequenas e uniformes até células gig@&nmnultiformes, justificando assim
o termo multiforme para designar os glioblastoniasvido ao rapido crescimento,
provocam extensas areas de destruicdo do tecidoswercausando edema e necrose. A
microscopia electronica mostra lesdes infiltrativas tecido cerebral que rodeia o
tumor, caracteristica que estd sempre presentglinobtastomas [57].

Porém, apesar do desenvolvimento das técnicas deo-imeagem, do
aperfeicoamento das técnicas cirurgicas, da melimaxs metodologias histologicas e do
aumento progressivo do conhecimento na biologizoutdr dos tumores, o diagnostico
dos gliomas cerebrais malignos ainda permanedadl difsubjectivo [58]. Por isso, nos
altimos anos, tém-se estudado intensivamente formes eficazes de diagndstico e,
para isso, esforcos tém sido feitos de forma a ificer as alteracbes
genéticas/moleculares associadas com o desenvoline progressao de gliomas

humanos.

1.2.2.5 Importancia de novos marcadores em gliomas

Estudos recentes tém sugerido o uso de diferendesadores, em doentes com
gliomas, de forma a melhorar o diagnéstico, o pdsfjoo e a terapéutica destes
doentes. Deste modo, o presente trabalho pretassie), fornecer dados adicionais das
alteracbes genéticas e epigenéticas que tém gamiportdncia em gliomas,
nomeadamente, a perda alélica de 1p/19g, as mstagdse genes isocitrato
desidrogenase 1 e IDH1 e IDH2 e a hipermetilacdo da regido promotora do gene
MGMT.

1.2.2.5.1 Alteracdes cromossomicas - Andlise dalecdédo 1p/19q

Estudos citogenéticos, em gliomas, tém identificadiversas regides
cromossOmicas com alteragdes no niumero de comabdg ou perdas). Geralmente, a
presenca de delec¢cdes em tumores podera indicéesegromossoémicas com genes
supressores tumorais, cuja funcédo é suprimir adoam e/ou progressao tumoral. Por

sua vez, amplificacdes ou ganhos cromossomicos rgodadicar regides com
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oncogenes, cuja funcdo favorece a tumorigénese.unfdg das alteracdes
cromossoOmicas mais comuns estdo, apresentadaabal P18].

Tabela 2— AlteragBes cromossdmicas comuns em gliomas (adiaple [18]).

Regido cromossémica Tipo de alteracéo Genes candidatos
1p34.2-pter Ganho e Perda N&o conhecido
1p32 Ganho RIPKS MDM4, PIK3C2Be outros
4q Perda NEKZ, NIMA
7911.2-p12 Ganho/amplificagdo EGFR
9p21-p24 Perda CDKN2
10923 Perda PTEN
10925-926 Perda MGMT
11p Perda CDKN1CeRRAS2
12913.3-q15 Ganho MDM2, CDK4 e outros
13911-p13 e 13gq14-q34 Perda RB1
19913 Perda GLTSCR1GLTSCR2LIG1, PSCD2e outros
22911.21-g12.2 Perda 28 genes, incluindtNI1
22913.1-g13.3 Perda N&o conhecidos

Varios estudos tém mostrado que o niumero médidtelmgdes por tumor € mais
elevado em gliomas de grau lll e IV em comparagio gliomas de grau Il [59].

Entre as alteracbes genéticas mais promissoraamn fadentificadas delecgbes
combinadas no braco curto do cromossoma 1 (1p)k@agw longo do cromossoma 19
(19q), em oligodendrogliomas e em gliomas mist@s §a]. No entanto, varios estudos
mostraram que a perda alélica ocorre, mais frequerite, em oligodendrogliomas
(85%) do que em oligoastrocitomas (50%) e que afede igual modo
oligodendrogliomas de grau Il e de grau lll, suggoi que esta alteracdo tem um papel
inicial na tumorigénese e que pode ser Util comocawr de diagndstico [62]. Esta
codeleccao verificou-se também, ocasionalmenteo@nos subtipos de gliomas, tanto
individualmente como em combinacao [63], no entardoamente, foi verificada em
outros modelos tumorais humanos [64].

A presenca desta alteragdo tem fornecido novos ecanbntos acerca da
sobrevida e resposta a terapia deste tipo de temAssim, investigadores mostraram
que a codeleccao 1p/19q, aléem de estar fortemesteiada com a morfologia classica
de oligodendrogliomas, conduz ao aumento da salaelos doentes e a uma resposta
aumentada ao tratamento, nomeadamente, por agagtésntes e por radiagdo, tanto
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em combinagdo, como individualmente [65, 66]. Emtiapartida, em doentes com
tumores oligodendrogliais que ndo sdo sujeitosatarttento por quimioterapia ou
radioterapia, a codeleccdo 1p/19q, ndo parece ronigalquer vantagem. Isto pode
dever-se ao facto de que a perda de material gen&tsultante da codeleccdo pode
envolver a perda de genes implicados na resistarteiapias [67].

No que diz respeito a sobrevida dos individuosifigeu-se que a média é de 7
anos para oligodendrogliomas anaplasicos com alemyg#® e de 2 a 3 anos para
individuos sem a codeleccéo [68]. Ricard e colatmes mostraram que a razdo de
crescimento tumoral €&, significativamente, maisdara presenca de codeleccédo, do que
na sua auséncia [69].

Embora o mecanismo bioloégico seja ainda pouco adbe Griffin e
colaboradores assim como Jenkins e colaboradod@§),2sugeriram que a codeleccao
1p/19q € consequéncia de uma translocacdo ndoibegdd entre os bracos dos
cromossomas 1 e 19, t(1;19)(q10;p10), formando dmsossomas derivativos, um
composto por 1q e 19p e outro composto por 1p e3@osequentemente, ocorre perda
do cromossoma derivativo der(1;19) (p10;910), tasdo na perda simultdnea de 1p e
19q, com retencédo do der(1;19)(q10;p10) [70, 7%kiA, a perda completa de 1p e 19q
parece ser uma caracteristica comum dos oligodgioimas e um factor de
prognoéstico mais favoravel [72-74]. Estas delec@80 geralmente associadas, o0 que
sugere gue os genes situados nestes segmentossstonicos podem estar envolvidos
em vias bioldgicas distintas mas que estdo ligaldoalguma maneira funcional. Para
isso, vérios estudos tém sido feitos na tentativaideéntificar genes envolvidos na
translocacao [75]. Entre os genes mais estudadstachm-seTP73 (1p36.3) [76],
CAMTAL (1p36) [77],DFFB (1p36) [78],SHREW (1p36.32) [79]CITED4 (1p34.2)
[80] e DIRAS3 (1p31) [81] no cromossoma 1 p, bem como os geh®6SRhoGAP
(19913.3) [82] eEMP3 (19p13.3) [83] no cromossoma 19g. No entantapsggenes
tém sido eliminados como candidatos no desenvohltionde oligodendrogliomas [84].

A identificacdo dos genes trara, presumivelment@vas informacdes no
relacionamento entre a perda 1p e 19q, assim camassociacdo entre a codeleccdo e a
sensibilidade terapéutica [51].

A codeleccao 1p/19q parece inversamente assoctadaaqresenca de mutagao

TP53 [85], com a amplificacABGFR [86] e com a perda cromossomica de 10q e 9p

[87]. Porém, verificou-se que a hipermetilacdoe&o promotora do geMGMT foi,
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significativamente, mais elevada em tumores conodeleccdo, quando comparados
com tumores sem alteracdo em 1p e 19q [88].

O facto da codeleccao 1p/19q em gliomas ser basitadiitativa da morfologia de
tumores oligodendrogliais, torna esta alteracdomarcador muito interessante para o
diagnéstico clinico [89]. Assim, podera ajudar afomar o diagndstico histoldgico
deste tipo de gliomas [90].

1.2.2.5.2 Alteracdes genéticas — Analise de mutgds genes IDH1 e IDH2

Investigadores descreveram, recentemente, quenes ggocitrato desidrogenase
1 e 2,IDH1 e IDH2 parecem estar envolvidos em processos metabaditigoatantes,
assumindo papéis relevantes na biologia do cartth [forna-se, por isso, crucial
aprofundar o conhecimento acerca da importanciandascdes que afectam estes
genes, a nivel bioldgico e funcional, em doentas onores gliais.

Das cinco proteinas IDH codificadas no genoma hem@@H1 (cujo gene é
localizado no 2g33.3), IDH2 (15026.1), IDH3A (15¢P%525.2), IDH3B (20p13) e
IDH3G (Xq28), a IDH1 é dependente de NAD@Ppode ser encontrada no citoplasma,
nos peroxissomas e no reticulo endoplasmatico [EXta proteina forma um
homodimero assimétrico [93] e tem um papel chavecortrolo celular de danos
oxidativos. Representa, por isso, a maior fontgmelucdo de NADPH citosdlico, o
qual é necesséario para a regeneracdo de glutatemh&zida, que funciona como
principal antioxidante em células de mamifero [9A4].proteina IDH2 é também
dependente de NADRe esta localizada na mitocondria, tendo uma fursgidoga a
IDH1 [95]. Os outros trés membros da familia IDH&es exclusivamente, localizados
na mitocéndria e a sua actividade enzimatica depetel NAD, desempenhando
fungBes no ciclo de Krebs, como a producao de endtgtas proteinas, porém, nao tém
sido associadas com o desenvolvimento de glion@s [9

A isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) cataliza a ddsuxilacdo oxidativa de
isocitrato aa-cetoglutarato -KG), resultando na producdo de NADPH reduzido
(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) a pastt NADP (Ciclo de Krebs) [92].
Assim, a-KG, no citoplasma, actua na degradacdo, dependgmtexigénio, da
subunidade: do factor indutor de hipoxia (HIFel) (Figura 4) [97].
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Ciclo de
Krebs

Figura 4 - Via de sinalizagcdo envolvida na patogénese dergis, envolvendtbH1 e IDH2. (a-KG, a-
cetoglutarato; HIF-1, factor indutor de hipéxiaMADP, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato;
NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfatdugeida) (adaptada de [5]).

Verifica-se, no entanto, que a presenca de umacgdmtao gendDH1 inibe a
formacdo do homodimero WT-WWld-Type-Wild-Typg e conduz a formacdo do
heterodimero WT-R132HKild-TypeArgl32His, por exemplo) que reduz a actividade
enzimatica e, como consequéncia, 0s niveis citolasos dea-KG sdo diminuidos
[98]. Esta diminuicdo conduz ao aumento dos nideidactor de transcricdo HIF-1
existente no citoplasma e o heterodimero, condtitypor HIF-Lx e HIF-13, é
transportado para o nucleo para exercer a suadyagg Este € um importante factor
para a adaptacao celular a baixos niveis de oxigéninduz a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo da glucose, angiogénessilidade celular e invaséao,
assim como, genes envolvidos em vias de sinalizagée sao criticos para o
crescimento tumoral, tais como: transportador decage 1 Glutl), factor de
crescimento vascular endoteli®§GHF e cinase fosfoglicerat®(GK1) [98].

Contudo, apenas uma copia do gene é mutado, debamibssibilidade de que
mutacdes ndo resultem numa simples perda de fubga@studo recente mostrou que,
além delDH1 mutado ter uma menor capacidade para catalizaesaatboxilagdo
oxidativa, de isocitrato a-KG, apresenta também, um ganho de funcdo na choci
de convertera-KG e NADPH em R(-)-2HG (2-hidroxiglutarico desigemase) e
NADP®, respectivamente. Foi também demonstrado quevessnde R(-)-2HG estdo
elevados em amostras de gliomas, tornando as £éhdes vulneraveis a quimioterapia

e a radiacao (Figura 5) [6, 99].
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Figura 5 — Ganho e perda da fungéo i1 mutante.DH1 mutante forma um dimero activo
imperfeito comDH1 wild-type que resulta na diminuigdo dos niveisod€G e no aumento dos niveis
de HIF-1n. Contudo, esta mutacéo confere uma nova funcéaima para converterKG em R(-)-2HG,
sensibilizando as células para quimioterapia eagddi. (ICT, isocitratog-KG, a-cetoglutarato; HIFd,
factor indutor de hipéxia; R(-)-2HG, 2-hidroxigluigo desidrogenase; NADP nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato; NADPH, nicotinamida adeninautledtido fosfato reduzida; PHD, fosforilagcao)
(adaptada de [6]).

Sabe-se que o0 R(-)-2HG causa alteracdes no metaimolipela deficiéncia da
enzima R(-)-2HG desidrogenase [100]. Os doentes defitiéncia nesta enzima
acumulam R(-)-2HG no cérebro, desenvolvendo lewsfalopatias e tém um risco
aumentado de desenvolver tumores cerebrais, peberda das espécies reactivas de
oxigénio (ROS) [101]. Também a producdo de NADPH gliomas é afectada por
mutac6edDH. Verificou-se que a capacidade de producéao de NARla actividade
de IDH1, foi estimada em 65%. Contudo, a presergautacao reduziu essa producao
para 38% [10]. Esta reducdo parece conduzir a digéo da sintese de glutationa,
responsavel por proteger as células do stresstoaxid®esta forma, dados biologicos
defendem a hipétese que a producédo diminuida dem¥Apode tornar as células mais
vulneraveis ao tratamento [9]. Tem sido referido, \&@rios estudos, que as mutacdes
emIDH1 sdo um factor de prognéstico mais favoravel emmgdi® [11, 102]

As mutacdeslIDH1 e IDH2 sdo especificas do tumor e foram, inicialmente,
identificadas por Parsons e colaboradores atrawesarmilise de 20 661 genes
codificantes de proteinas em glioblastomas [108judos subsequentes demonstraram
que mutagdes no gehBH1 sdo muito frequentes (>80%) em gliomas de bairo gr
em glioblastomas secundéarios [8, 9, 104]. Pelorédnt mutacdes neste gene parecem
ser raras (<5%) em astrocitomas pilociticos e tigtbmas primarios e ausentes em

ependimomas e noutros tumores do CNS, bem comaosotumores fora do SNC
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(Figura 6) [7, 8]. Por outro lado, as mutacgdes tifieadas para o gen®H2 séo raras,
no entanto, verificaram-se em astrocitomas e ego@ddéindrogliomas [7-9, 105].
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Figura 6 — Mutacbes no gentDH1 sdo alteracdes genéticas frequentes em astrosit@ma
oligodendrogliomas, no entanto, muito raras emosutumores do SNC, e virtualmente ausentes em
tumores fora do sistema nervoso (adaptada de [7-10]

Perante estas frequéncias, mutaddds parecem ser um marcador selectivo de
glioblastomas secundarios que complementam custdmistologicos para os distinguir
dos glioblastomas primarios [106]. Os poucos géstimas primarios identificados
com mutacgdo tém, também, sido associados com uhonm@lognadstico [107]. A baixa
incidéncia de mutacdes IDH em astrocitomas piloz$tide grau | pode também ser
importante para distinguir estes tumores dos ouswoltipos, nomeadamente de
astrocitomas de grau Il [108]. Estes dois subtigg@dumor, por terem caracteristicas
morfolégicas semelhantes séo dificeis de distingigiologicamente [51].

Até agora, as mutacdes identificadas no gdpEl foram todas mutacdes
missenseem heterozigotia [9]. A mutacdo que parece ocanas frequentemente € a
R132H (subtituicdo da arginina por histidina), ®rgldo observada em 83-91% de
todas as mutagBes encontradas. Porém, outras fadantificadas neste gene,
nomeadamente: R132C, (substituicdo da arginina gieina: 3,6-4,6%), R132G
(substituicdo da arginina por glicina: 0,6-3%), R33(substituicdo da arginina por
serina: 0,8-2,5%) e R132L (substituicdo da argirpoa leucina: 0,5-4,3%) [7-9]. A
substituicdo de arginina para valina também jalisiervada (R132V) [91, 98].

Quando néo se identificaram mutac¢des no residu@ BRA2xao 4, do genBH1,
verificaram-se, por vezes, mutacdes no residuo Rib/2xado 4, do gendH2 que

possui uma funcéo analoga a do gédtdl. Até ao momento, para o geliEH2 foram
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identificadas as mutagbes, R172G (substituicdo mgniaa por glicina), R172M
(substituicdo da arginina por metionina) e R172ks{isuicao da arginina por lisina) [9].
Verificou-se que a aquisicdo de mutad®H1l/IDH2 ocorre anteriormente a
aquisicao de mutacod$>53 ou a codeleccdo 1p/19q, sugerindo que estagd@staao
alteracdes genéticas iniciais na evolucdo dos gpmue podem afectar uma populacéo
de células precursoras comuns. Tanto os astroctaromo os oligodendrogliomas
contém, frequentemente, mutacdes somaticd®Ha ou IDH2, mas nao partilham de
outras alteracbes genéticas que ocorrem no des@neoko destas duas linhas

tumorais [8] (Figura 7).

Células progenitoras gliais Ceélulas progenitoras gliais

Células precursoras com mutacio IDHI/IDH2 (>80%)

l Mutacio TPS3 l Codeleccdo 1p/19q
LOH10q

Amplificacio EGFR
Mutacio TPS3
Mutacio PTEN de baixo grau
Alteracio NF1
Amplificacio MDM2

Amplificacio MDM4 I LOH19gq I

Astrocitoma difuso Oligodendroglioma

Astrocitoma Oligodendroglioma
anaplasico anaplasico

I LOH10q
Glioblastoma Glioblastoma
primaério secundério

Figura 7 — Alteracdes genéticas que ocorrem no desenvahonéos varios tipos de gliomas
(adaptada de [5, 11]).

Segundo o estudo realizado por Nobusawa e colatm@®d componentes
oligodendrogliais foram significativamente mais giuentes em glioblastomas com
mutac&olDH1. Por sua vez, a necrose e a isquémia sdo marealdistelogicos de
tumores sem a mutacdo [11]. Os glioblastomas plasiararamente, apresentam
mutacdedDH1, sugerindo que glioblastomas primarios e secuoslggddem originar-
se a partir de células progenitoras diferentesdseriodavia, histologicamente
indistinguiveis, como referido anteriormente [6griWicou-se também que, doentes com
mutacaddDH1 séo, geralmente, mais novos do que doentes saumegao [10].

As mutacbes no gen®H1 parecem também ser muito frequentes em tumores
cujo geneMGMT se encontra metilado. E bem conhecido que a waaéo deMGMT

facilita a mutagdo de transicdo de G para A, afelctagenes criticos, tais comal853

Estudo de marcadores de diagndstico e progndésticgliemas 16



Introducao

e K-ras [13, 15]. Portanto, a metilacAlGMT pode explicar a razado elevada da
transicao R132H, no codé&o 132, do gHdid1.

Também, pelo facto das mutacdes ja descritas esthrealizadas em coddes
especificos, torna a avaliacdo deste marcador &sedgnum laboratério de rotina,

podendo ser util no diagnostico e progndstico dergs [11].

1.2.2.5.3 Alteracdes epigenéticas — Andalise da rhipglacdo da regido

promotora do gene MGMT

AlteracBes epigenéticas tém sido descritas em sv&li@encas neuroldgicas,
cardiovasculares, metabolicas, auto-imunes, e enicylar, no cancro, onde a
metilacdo do DNA e a modificacdo das histonas ganeter um papel preponderante
[109]. (Figura 8).

Citosina

Metilcitosina

Figura 8 — A metilacdo de DNA inibe a expressdo de genemesido associada a muitas doengas,
incluindo o cancro (adaptada de [12]).

As alteracdes nos padroes de metilagdo de DNA t8m reconhecidas como
eventos comuns na génese e progressao de negpdasiasdeteccao torna-se, por isso,
essencial para aumentar o conhecimento da biottmgzancro, de forma, a melhorar o
progndstico e/ou terapéutica de tumores [110].

A metilacdo das regides CpG (citocinas-fosfo-guas)ire o evento epigenético
melhor caracterizado. Estas regides sdo caradaszaor uma elevada percentagem de
citosinas e guaninas e, normalmente, estdo lodakkzaas regides promotoras dos
genes, onde em células normais estdo tipicamente métiladas, permitindo a
transcricdo dos genes. As regides CpG que se eagohbra das regides promotoras
sdo, comummente, metiladas e sao responsaveisifgloiamento transcripcional, por

exemplo, das sequéncias repetitivas [12]. A metdaconsiste, sinteticamente, na
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transferéncia do grupo metil, sobretudo para aggosC-5 das citocinas, sendo um
processo catalizado pelas enzimas DNA metiltraasés |, IIIA e 111B [111].

Em células cancerigenas, a metilacdo nas ilhas ©p@&ljzadas proximo ou na
regido promotora de genes envolvidos no ciclo aelptle™<*? p15M“?) na invaséo e
apoptose DAPK, TIMP3, CDH1, PCDH-gamma-Al1l TMS1/AS({, na supressao
tumoral RB1, VHL, EMP3 RASSF1ABLU) ou na reparacao do DNA e integridade
genomica MGMT, MLH1), tem sido frequentemente associada com o silewecito

transcripcional em varios modelos tumorais [13-112] (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema representativo da frequéncia da hipkagéd de diferentes genes em
diferentes tipos tumorais (adaptada de [13]).

Um estudo realizado, por Yu e colaboradores (20@strou que genes como
CDH1, CSPG2 Cyclin al IRF7, MGMT, p16™*2 p73 e RASSF1A encontram-se
metilados em doentes com gliomas, homeadamenteastrocitomas, ao contrario do
que acontece em individuos controlo, em que estessgnao estdo metilados [110].

A O6-alquilguanina-DNA-alquiltransferase (AGT) é anmportante proteina de
reparacdo do DNA codificada pelo ger@6-metilguanina-DNA-metiltransferase
(MGMT) (10g26.3) [115]. Esta proteina, também conhecatseno MGMT, é
responsavel por reverter, rapidamente, o estadalqiglacdo através da remocao dos
grupos alquilo da posicdo O6 da guanina e, em mgraar, da posicao O4 da timina,

transferindo-os para uma cisteina (Figura 10) [116].
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Figura 10 — Processo de reparacdo do DNA mediado pela MG®8ta enzima transfere o grupo
metil (adicionado por agentes quimioterapéuticopamir do aducto de O6-metilguanina para o residuo
de cisteina, tornando-se inactiva (adaptada d¢.[14]

Depois de reparar, a proteina MGMT alquilada érf#ula e direccionada para a
degradacédo por ubiquitinacdo [118]. Por cada lesgarada, uma molécula de MGMT
€ inactivada, requerendo uma nova sintese prgtafeamanter a actividade enzimatica
[119]. A capacidade de reparacdo das células depdadquantidade de moléculas
MGMT no nucleo e da capacidade celular de reshatetsta proteina. Este processo €
saturavel, uma vez que o excesso Gerfetiiguanina no DNA pode esgotar MGMT
[120].

A reparacao destas lesdes de DNA € assim esspaciah integridade celular e a
auséncia de expressao do gbi@MT €, por isso, um factor de baixo progndstico para
diversos tumores, uma vez que conduz a acumulagdoudacfes e a instabilidade
cromossOmica [121]. A falha de reparacdo de adud®<DNA, por esta enzima,
aumenta assim o potencial mutagénico durante ecaepb, devido a tendéncia da O6-
metilguanina para emparelhar com a timina, resddtama transicdo G-C para A-T no
DNA [122]. Além disso, 0s aductos mostram potengii@toxico por causarem quebras
na dupla cadeia de DNA [123].

Porém, a expressdao de MGMT tem sido relacionadaacogsisténcia aos agentes
alquilantes que estdo entre os farmacos mais ameptanusados no tratamento do
cancro humano. Os agentes alquilantes sdo molérulis reactivas responsaveis por
induzir a morte celular, pela formacdo de ligagorszadas entre cadeias de DNA
adjacentes, sendo a posicdo mais frequente a Orgufl24].

A investigacao realizada por Esteller e colaboraslonostrou que, em gliomas, a
hipermetilacdo da regido promotora do g&@MT, cuja proteina esta envolvida na
resisténcia aos agentes alquilantes, pode ser gsaaa forma de prever a resposta a
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terapia com estes agentes [15]. Os tumores conreggéo hipermetilada s&o descritos
como sendo mais sensiveis a agentes alquilantegsaimo a carmustina (BCNU:1,3-
bis(2-cloroetil)-1—nitroso-uréia), procarbazina (N-isopropil-4(2-metilhidrazino)—
benzamida-metil), lomustina (CCNU:1-(2-cloroetijei8lohexil-1-nitroso-uréia) e
temozolomida (TMZ), comparados com os tumores segane silenciado (Figura 11)
[125]. Pensa-se que este estado hipermetilado gldorggromotora torna as células
gliais tumorais mais sensiveis aos agentes aldeggorque as lesdes celulares podem

ndo ser reparadas, conduzindo a activacdo de vipsptdicas [125].

[N

Consequentemente, uma elevada actividade terapédbs agentes alquilantes
esperada em células tumorais com baixos niveis@M[126] (Figura 13).

Glioma com MGMT nio metilado Tumor Quimioresistente
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Figura 11 — Mecanismo de quimiosensibilidade aumentadalteeda da inactivacdo epigenética
do geneMGMT. Gliomas com a regido promotora do geviEMT ou com a regido do exdo 1 néo
hipermetilada, expressam a proteina MGMT, que rema aductos de guanina do DNA, produzidos
pela administracdo de carmustina, resultando rist&asia do tumor a este agente quimioterapéuUiino.
contrapartida, gliomas com esta regido hipermetjlagiresentam silenciamento transcripcional, lewand
a perda da expressdao da proteina MGMT. Os aduao®NA produzidos pelo agente aquilante,
carmustina, nestes tumores, ndo sao eficientementevidos, levando a morte celular (adaptada de
[15]).

Assim, esta alteracdo esta associada a uma medbposta ao tratamento e,
consequentemente, a um aumento da sobrevida, wibreém doentes com
glioblastomas, no entanto, existem dados que refeyee também os doentes com
oligodendrogliomas tém um melhor prognéstico [15].

E importante notar, no entanto, que, a metilacabl@MT, sem o tratamento com
agentes alquilantes é, de facto, um factor de ppbognostico [127]. Uma razao

possivel para isto acontecer é o facto dos doentassilenciamento génico MGMT,
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acumularem mais mutacdes em oncogenes e em ggamesssres tumorais com@b3
e oK-Ras[128].

O silenciamento de certos genes pela hipermetiltagiiosido um dos objectivos
da farmacogenética. Dada a importancia do pap®@MT na resisténcia tumoral aos
agentes alquilantes, varios inibidores de MGMT ##do investigados com o objectivo
de modular a quimioresisténcia [129]. O6-benzilguar{fO6-BG) € um potente agente
inactivador de MGMT que tem sido estudado em coagdin com agentes alquilantes
[119]. Contudo, O6-BG também diminui os niveis d&MIT nas células normais,
aumentando a toxicidade a quimioterapia. Destadptédm sido realizados estudos de
modo a determinar a dose de O6-BG que poderajwefente, suprimir a actividade
de MGMT em gliomas [130].

Assim, tem-se considerado que o estado da hipdag#ida regido promotora do
MGMT podera ser um biomarcador epigenético importardea pdeterminar o
prognostico dos doentes e a sua sensibilidaderaiaferapia, fornecendo informacao

gue conduz a decisdes de tratamento [125].

1.2.2.6 Factores de progndstico e tratamento ernrgks

Actualmente, os factores de prognostico desfavesawais claramente definidos
em doentes com gliomas sao: idade avancada, pao&melinicos agressivos,
carateristicas histologicas associadas com o aongenmalignidade (grau do tumor),
pobre indice performance de Karnofsky (KPS), indegroliferacdo elevado e volume
do tumor [131]. Normalmente, os melhores progndstiestdo associados a doentes
mais jovens, cujos tumores podem ser amplamentewidos e que tém uma boa
resposta a seguir a cirurgia [132].

Apesar do grande avango no conhecimento destesdanas opcoes terapéuticas
disponiveis no tratamento de gliomas, (que incluem linhas gerais, cirurgia,
radioterapia e quimioterapia), ainda ndo sao srfiemente eficazes no controlo da
progressao da doenca e o prognostico dos doenteglommas continua a ser muito
reservado [35].

O tratamento cirdrgico dos gliomas esta comproroefidla natureza invasiva
destas células tumorais, sendo a infiltracdo naldecerebral adjacente um factor
limitante da resseccdao cirargica. Apesar dissajaentes sdo submetidos a resseccao

méxima, sempre que possivel [133], no entanto, carm&ncia do tumor é quase
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inevitavel, j& que a remocéo cirdrgica do tumoranawelmente deixa uma populagédo
residual de células [134]. Contudo, os avancosmmé®dos cirdrgicos tém melhorado
muito tanto a seguranca da cirurgia, como o alcdagesseccéao [135].

A radioterapia é a terapia mais importante no rmateto de gliomas malignos
porque, embora ndo seja curativa, melhora os sado& geralmente, aumenta a
sobrevida dos doentes [136]. Estudos mostraram aquaelicdo de radioterapia no
tratamento aumenta a sobrevida dos doentes, dentenvadlo de 3 a 4 meses, a um
intervalo de 7 a 12 meses. No entanto, tém-seicadid que, apos a resseccao cirargica
e a radioterapia padréo, 90% dos tumores reapaneaeirea original [48, 137]. Como
resultado, tém sido feitos esfor¢cos adicionais marproducdo de novos farmacos
quimioterapéuticos que em combinacdo com a radioiepossam também aumentar a
sua eficacia [138].

Também tem sido realgcada a importancia da quinaipigrno tratamento de
gliomas principalmente, através do uso dos ageitgslantes. Estudos tém mostrado
que a quimioterapia adjuvante resulta num sigrifioaaumento da sobrevida [139].
Segundo Stupp e colaboradores, em 2005, tambémbircacdo de radioterapia com a
temozolomida adjuvante ou concomitante originouaumento na sobrevida (de 12,1
meses para 14,6 meses) comparada com a radiotecamba [40].

A temozolomida é um agente alquilante citostatigeralmente utilizado no
tratamento de gliomas e induz danos no DNA, levaadoorte celular [140, 141].
Algumas caracteristicas da temozolomida que a tora@activa para o tratamento de
gliomas sdo: a sua capacidade para atravessararddrematoencefalica, podendo
atingir 40% da concentracdo dos niveis plasmaticogacto de estar geralmente
associada a uma baixa toxicidade e ser espontantammerolisada a um metabolito
activo methyltriazeno-imidazole-carboxami{MITC). A nivel celular, MITC adiciona
um grupo metil ao DNA em diversas posi¢coes, nomeadée, na O6-guanina que
parece fatal para a célula. No entanto, este gmgtd pode ser removido pela enzima
de reparacdo do DNA, MGMT [142]. De forma geralteanozolomida demonstrou
eficacia clinica, com um perfil aceitavel de seggeae moderada melhora na qualidade
de vida dos doentes com glioblastomas [143].

Estdo ainda a emergir novas estratégias de tratamarpatogénese molecular de
gliomas, como é o caso de anticorpos monoclonarir®s inibidores de vias de
sinalizacao [146, 205, 206].
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De referir o esforgo multidisciplinar continuo, degolvido nas ultimas décadas,
no sentido de identificar biomarcadores de diagomstie progndstico e com vista a
criacdo de novas estratégias terapéuticas que smjai® eficazes na reducdo da
mortalidade e morbilidade observadas nestes dodPdea que tais avangos ocorram €,
fundamental, um acompanhamento do conheciment@® vad mais profundo, da

biologia e da fisiopatologia dos gliomas.
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2. Objectivos

2.1 Objectivo principal

O principal objectivo deste Projecto foi avaliastr marcadores a nivel

citogenético, genético e epigenético com potenaikdr de diagndstico, de progndstico

e preditivoem doentes com gliomas, seguidos nos Hospitais miaetdidade de

Coimbra (HUC). A procura e a identificacdo de mdoras capazes de ajudar os

clinicos na sua pratica diaria, contribuindo pamamelhor controlo e seguimento dos

doentes, foi a base fundamental para o desenvatngeste trabalho. Desta forma,

pretendeu-se avaliar os trés marcadores mais @oras no diagnostico, na

estratificacao terapéutica e no prognostico, qoe a@erda alélica 1p/19q, a presenca

de mutacdes nos gend3H1 e IDH2 e o estado de hipermetilacdo da regido promotora
do geneMGMT.

2.2 Objectivos especificos

» Aplicagdo da técnica de iFISHhterfase Fluorescence In Situ Hibridization
para a analise de duas diferentes regibes cromassonem 1p e 19q.
Identificacdo de perfis citogenéticos distintos ter@tativa de os relacionar com
subtipos de gliomas especificos, bem como, conognastico e sobrevida dos
doentes.

Deteccdo e andlise de mutacbes somaticas nos, généts e IDH2, por
Sequenciacao directa, identificando as mutacOeseptes na populacdo em
estudo, a sua prevaléncia nos diferentes subtilpgns g as suas consequéncias

no prognastico e sobrevida dos doentes.

» Analise da hipermetilacdo da regido promotora doeddGMT, que codifica
uma enzima de reparacdo do DNA, pela técnica deVMBA, Methylation
Specific-Multiplex Ligation-dependent Probe Amgdfion determinando o seu

factor de prognéstico e o seu valor preditivo rsposta ao tratamento.
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3. Material e Métodos

3.1 POPULACAO EM ESTUDO

No presente estudo, foram analisadas amostras ddo teumoral glial,
provenientes de um total de 141 doentes sujeitosirargia, no Servico de
Neurocirurgia, dos Hospitais da Universidade dentboa (HUC), no periodo entre
Junho de 2005 e Junho de 2010. Os doentes opeatasids Junho de 2005 a Setembro
de 2009 foram estudados com recurso a amostragdaslem parafina e amostras em
suspensao celular, no entanto, os individuos esjei cirurgia no periodo
correspondente a duracao desta tese de Mestradab(@wue 2009 a Junho de 2010),
foram estudados com recurso a amostras de tecioral fresco, amostras em
suspensao celular e, simultaneamente, foram w#dz@aambém amostras incluidas em
blocos de parafina desses doentes, para deterrsinagkrtivos do estudo.

O diagnéstico histologico e a classificacdo dosomas, incluidos neste estudo,
foram efectuados de acordo com os critérios darrgedo Mundial de Saude [17] e a

sua distribuicdo encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicdo da populacdo em estudo, de acordo @e subtipos histologicos, idade no

diagnéstico e razao homens: mulheres.

Idade no
NUmero diagnéstico ~
R eyt de (anos) RETT
Classificacdo (OMS) amostras | Média+ desvio homens/mulheres
padréo
Tumores Primérios 120 50+15 65:55
Astrocitoma (I-1V)
« Astrocitoma pilocitico (1) 3 35+15 0:3
« Astrocitoma difuso (I1) 6 45+14 2:4
« Astrocitoma Anaplasico (Ill) 2 2942 2.0
* Glioblastoma (1V) 78 64+11 43:35
* GBM c/componente oligodendroglial (IV) 56+12 2:1
* Gliosarcoma (IV) 4 66+8 2:2
Oligodendroglioma (l1-111)
« Oligodendroglioma (1) 4 3418 4:0
« Oligodendroglioma anaplasico (lll) 11 59+11 8:3
Mistos — Oligoastrocitoma (lI-111)
* Oligoastrocitoma (II) 33+14 1:3
» Oligoastrocitoma anaplasico (ll1) 7248 1:2
Ependimoma (lI-111)
« Ependimoma anaplasico (l11) 2 40+35 0:2
Recidivas 21 46+13 11:10
Astrocitoma (I-1V)
* Astrocitoma difuso (II) 2 38+14 0:2
* Glioblastoma (IV) 11 45+13 5:6
* Gliosarcoma (IV) 1 39 1:0
* GBM c/componente oligodendroglial (1V) 1 49 1:0
Oligodendroglioma (l1-111)
* Oligodendroglioma (II) 1 56+8 0:1
+ Oligodendroglioma anaplasico (l11) 2 46+10 2:0
Mistos — Oligoastrocitoma (lI-111)
« Oligoastrocitoma anaplasico (ll1) 1 66 1:0
Ependimoma (lI-111)
» Ependimoma (I1) 1 67 1:0
« Ependimoma anaplasico (l11) 1 22 0:1
Total Gliomas 141 57+16 76:65
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No total, 0 niumero de individuos estudados do @émeasculino foi 76 e o
namero de individuos do género feminino foi 65,deeigue a média de idade no
diagndstico foi de 57+16 anos (desdelbsaos 84 anos) (Tabela 3).

As informac6es clinico-patoldgicas, incluindo, idatb momento do diagnaostico,
tipo de tratamento e sobrevida foram obtidas arpiatanalise dos processos clinicos.

Todas as amostras foram utilizadas com autorizag&odiferentes individuos

mediante o seu consentimento informado.

3.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS

Em cada caso, a colheita efectuou-se no momentowtgia. As amostras foram
obtidas por procedimentos cirirgicos convencioriaigjo-se realizado em alguns casos
bidpsia, noutros, ressecao subtotal ou ressecdlo tot

Cada amostra recebida do bloco operatério foi saddi no laboratério de
Neuropatologia dos HUC através de métodos histoddgconvencionais (coloragédo
hematoxilina-eosina), elaborando-se de imediatodiagnostico preliminar. Todas as
caracteristicas histologicas, nomeadamente o #poétllas, presenca ou auséncia de
proliferacdo vascular, de necrose ou de atipiaeaucforam recolhidas para cada
doente. Posteriormente, foram realizadas técnicamplementares, como a de
imunohistoquimica, no hospital, de forma a chegardiagnostico do doente com a
elaboracéo do respectivo relatorio.

Todo o tecido tumoral excedente e ndo utilizada dars de diagnéstico foi
processado e devidamente armazenado para invéstjgde acordo com a Figura 12.
Todas as amostras utilizadas para investigacamfqeeviamente, sujeitas a coloracéo
hematoxilina-eosina e apenas as amostras que afaes® areas tumorais superiores a
75% foram utilizadas. Tentou-se excluir, 0 maxinosgvel, areas com a presenca de

células necroticas ou células de tecido cerebrahalo
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Amostra tumoral

Diagnostico ~<——— . Investigagde

Arma C 1 &m azoto Blocos de parafina Sangue
numa solagio de liquido periférico
PBS

Processamento da Extracciode DNA Extracciode Extracciode
amostra para IFISH de tecido fresco DNAparafinado DNAdesangue
periférico

- Sequenciacio
-MLPA

Figura 12 — Esquema ilustrativo do procedimento da amogira mdicacdo da metodologia
adoptada (interfas€luorescence in situ hybridizatioiFISH), Sequenciacdo Klethylation Specific-
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplificati@MS-MLPA)).

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.3.1 Tratamento de amostras frescas de tumor sdbdra a técnica de iFISH

Apo6s a recolha da amostra para um frasco com PB8absferiu-se o pedaco de
tecido para um copo de vidro autoclavado com 3 mltampao citrato, pH7.6,
previamente preparado. Desagregou-se o tecidaro®fa libertar o maior nimero de
células. Centrifugou-se a 2300 g, durante 7 minu@stemperatura ambiente.
Desprezou-se o sobrenadante e,patiet adicionou-se metanol:acido acético (3:1),
previamente preparado. Por fim, agitou-se manuaknenno vortéx, de forma a
desagregar pelletque se formou. Colocou-se a suspensao celulant@ui® minutos,

a 4°C e armazenou-se a -20 °C, até a realizaci@cmiaa de iFISH.
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3.3.2 Extraccao de DNA a partir de sangue periférice tecido fresco e de tecido

em parafina para as técnicas de Sequenciacao e MK

O DNA extraido de sangue periférico, de tecidocdpesassim como o DNA
extraido de parafina dos individuos participantesstudo foram obtidos utilizando o
kit de extrac¢do, comercialmente disponi@khamp DNA Mini Kit- #51304 (Qiagen,
Hilden, Alemanha). O DNA foi extraido de acordo cams especificagcbes do
fornecedor.

O principio do método envolveu trés etapas fundéaiera lise das membranas
celular e nuclear, a degradacao das proteinasexipitacdo do DNA.

3.3.2.1 A partir de sangue

1. Transferiu-se a amostra de sangue periférico panatubo de 13 ml,
devidamente identificado e centrifugou-se a 250@wante 10 minutos, a
temperatura ambiente.

2. Retirou-se a camada intermédia buffy coat (fraccdo enriquecida com
leucécitos) para um noweppendorfao qual se adicionou 40 ul de proteinase
K. Vortexou-se e centrifugou-se, a 600 g, durdmenuto.

3. Adicionaram-se 4 ul de RNase A, seguido de 400eutachpéo de lise AL.
Vortexou-se e repetiu-se a centrifugacdo antedimcubou-se durante 10
minutos, a 56 °C e, em seguida, centrifugou-senessnas condi¢coes.

4. Adicionaram-se 400 pl de etanol absoluto e vortes@muTranferiu-se esta
solucéo para uma coluna do kit, por centrifugagbesssivas.

5. Adicionaram-se 500 pl do tampéao de lavagem AW1i@egou-se a 9300 g,
durante 1 minuto. Trocou-se o tubo colector.

6. Adicionaram-se 500 pl do tampéo de lavagem AW2 ti@egou-se a 17000
g, durante 3 minuto e, em seguida, trocou-se o ¢okaxtor.

7. Centrifugou-se a 17000 g, 1 minuto e colocou-seolina num novo
eppendorfpara a eluicdo do DNA. Adicionaram-se 50 ul defdsuRAE e
incubou-se a 5 minutos, a temperatura ambientetri€gou-se a 9300 g, 2
minutos. Guardou-see&ppendoricom o DNA, a -20 °C.
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3.3.2.2A partir de tecido fresco e de parafina

A extraccdo de DNA a partir de tecido fresco e deafina envolveu um

passo inicial de tratamento, especifico para causta, como descrito em baixo.

Tratamento inicial da amostra

Tecido fresco
1. Colocou-se a amostra a temperatura ambiente.
2. Com uma lamina estéril de bisturi e com auxilioutiea pinca esterilizada,
cortou-se o tecido em fragmentos pequenos de famage a digestdo deste,
fosse 0 mais eficiente possivel e transferiu-sea pam eppendorf O

procedimento continuou no ponto 4.

Parafina

1. Adicionou-se 1 ml de xilol a 3 cortes de parafieal® pum, e homogeneizou-
se no vortex. Em seguida, incubou-se 10 minutdejrgperatura ambiente e
centrifugou-se, a 14700 g, durante 5 minutos, elmdo-se o sobrenadante
sem perturbar pellet Repetiu-se a lavagem com xilol, de forma a remove
méaximo de parafina.

2. Efectuaram-se lavagens sucessivas, ao sedimenteci®, com 1 ml de
etanol a 95% (v/v), a 70% (v/v) e a 50% (v/v). Eada& lavagem incubou-se, 5
minutos, a temperatura ambiente e centrifugou-se4200 g, durante 5
minutos, desprezando o sobrenadante.

3. Adicionou-se ao sedimento de tecido 1 ml de aguériesincubou-se, 5
minutos, a temperatura ambiente e centrifugou-se4200 g, durante 5

minutos. Desprezou-se o sobrenadante. O procedeentinuou no ponto 4.

Passo Comum - Extraccdo de DNA

4. Adicionaram-se 180 pl de tampao ATL e 20 pl degirmatse K. Em seguida,

incubou-se, durante a noite, a 56 °C, no banhq seooagitacao.
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5. Quando a hidrolise estava completa, adicionarar@fel de tampéo AL,
vortexou-se 15 segundos por impulsos e incubouigeminutos, a 70 °C, no
banho seco, com agitacdo. Centrifugou-se breveneaigicionaram-se 200
1l de etanol absoluto. Repetiu-se a centrifugacgéao.

6. Transferiu-se o conteudo deppendorfpara uma colun@IlAmp Spin e
centrifugou-se a 5900 g, 1 minuto, a temperaturbieme. Posteriormente,
transferiu-se a coluna para um novo tubo colectmtieionaram-se 500 ul de
tampao AW1 a coluna, efectuando-se, de seguida,cemaifugacdo a 9300
g, 1 minuto, a temperatura ambiente.

7. Trocou-se o tubo colector e adicionaram-se 500epthchpdo AW?2 a coluna.
Centrifugou-se a 17000 g, 3 minutos, a temperatumdiente. Trocou-se
novamente o tubo colector e repetiu-se a centrgfgal minuto.

8. Transferiu-se a coluna para um tuboeg@endoridevidamente identificado e
colocaram-se 50 ul de tampdo AE. Deixou-se 5 m@uéo temperatura
ambiente e centrifugou-se a 9300g, 2 minutos. Guase 0 DNA, a -20 °C.

3.3.3 Quantificacado do DNA

Apoés a extraccdo de DNA dos varios tipos de angstiacedeu-se a respectiva
quantificacdo, sendo que a razdo das absorvarasa?zt® nm e 280 nm, assim como a
razao das absorvancias aos 260 nm e 230 nm fonapreseanalisadas para permitir
avaliar a qualidade do DNA extraido. A quantificagdo DNA foi efectuada no
aparelhoNanodrop ND-1000 Spectrophotometeersdo 3.5.3, a 260 nm, utilizando o

software associado.

3.4 REALIZACAO DAS TECNICAS DE iFISH, SEQUENCIACAOE MS-
MLPA

3.4.1 Técnica de iFISH para deteccdo de alteracoesnossomicas

A hibridacaoin situ fluorescente em interfase (iFISH) € uma técnioca gjiliza
sondas fluorescentes para detectar, entre outrdgicagdes, alteracdes numéricas de
sequéncias especificas de DNA no genoma, permitiddotificar distintos perfis
citogenéticos. Assim, esta técnica foi usada npsigecto, para detectar alteracdes
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numéricas em regides especificas dos bracos dasossomas 1p e 19q, para isso,
usaram-se duas sondas de marcacao doglaespecificas (LSI): LSI 1p36 (espectro
laranja)/LSI 1925 (espectro verde) e LS| 19913 desp laranja)/LSI 19p13 (espectro
verde). Este procedimento foi dividido em variagpas, nomeadamente: tratamento
enzimético, fixacao celular, desidratacédo, desaefiar, hibridacdo do DNA em estudo
com as sondas marcadas com fluorescéncia e revelgdminas foram analisadas no

microscopio de fluorescéncia e as alteracdes crednusas foram identificadas.

3.4.1.1iFISH

Como descrito em3.3.], as ceélulas encontravam-se numa suspensao de
metanol:acido acético (3:1), a -202C.

1. Retirou-se a suspensao do congelador, agitou-s&eudse repousar um pouco.
Identificaram-se, devidamente, as laminas revestidareviamente, com
polilisina. Com uma caneta fluorescente apropriaf@akocytomation
Dinamarca), delimitaram-se dois campos em cadannsendo cada um para
aplicacdo de uma sonda especifica.

2. Com a pipeta, colocaram-se +40 pl da suspensacadencampo e deixaram-se
secar as laminas, a temperatura ambiente. Em seguodaram-se as células
com 4',6-diamidino-2-phenylindol€DAPI) (Vysis, Inc), durante 2 minutos, a
temperatura ambiente.

3. Observaram-se as laminas ao microscoépio de fludnesc com a objectiva de
4x, 10x, 20x e 40x para assegurar a existénciandeniimero suficiente de

células.

Tratamento enzimatico, fixacao celular e desidéaiac

4. Prepararam-se 99 ml de® com 1 ml HCI, a 37% para um coplin apropriado,
adicionando-se, de seguida, 75 pl de pepsina, a Calocaram-se as laminas,
durante 10 minutos, nesta solugéo, num banho a 37°C

5. Em seguida, transferiram-se as laminas para unog&wlde PBS 1x, durante 5
minutos, a temperatura ambiente (repetiu-se esssopa Posteriormente,
incubaram-se as laminas com formaldeido 1% em BB3 (| PBS a 1x, com
5 ml MgCk 1M, e 2,6 ml Formaldeido, a 37%), durante 10 nasuta

temperatura ambiente.
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6. Colocaram-se, novamente, as laminas numa solu¢édBB& 1x, durante 5
minutos, a temperatura ambiente (repetiu-se estopa

7. Em seguida, desidrataram-se as laminas numa seguin alcoois: a 70%, 5
minutos, a 90%, 5 minutos e a 100%, também dufaménutos. Deixaram-se

secar as laminas no suporte.

Desnaturacao e Hibridacao

8. Em seguida, aplicaram-se 5 ul de cada sonda emceadiao da lamina (1p36:
diluicdo 1:15; 19913 diluicdo: 1:20) e cobriramaselaminas com uma lamela
22x22 mm, em cada campo, selando-se a parte latsratola.

9. A hibridacao foi efectuada numa camara de atmosfénaida e escura (Dako,
Glostrup, Dinamarca), a 75°C, durante 6 minutoguis® de 38°C, durante 16
horas.

Revelacao
10.Ap0s se retirar a cola e a lamela, colocaram-dénamas, durante 10 minutos,

em Formamida 50%/SSC 2x pH 7.0, a 46°C. Em seguolacaram-se as
mesmas numa solugcdo de SSC 2x pH 7.0, a 46°C tdaninutos.

11. Aplicou-se a solucdo de DAPI para coloracdo datens, durante 2 minutos, a
temperatura ambiente. Deixaram-se secar as lammasiporte, ao abrigo da
luz.

12. Colocaram-se 10 pl de meio de montagéetctashield(Vector Laboratories
Inc, Burlingame, Califérnia) e cobriu-se com lam2f&50 mm. Guardaram-se
as laminas, a 4°C, até a realizacdo das contagensninroscéopio de

fluorescéncia.

Observacao dos resultados no microscépio de floénesa

As células foram visualizadas no microscépio deréiscéncia equipado com a
objectiva de 100x (Zeiss, GOTTINGEN, Alemanha),d@rsido contadas 200 células
em cada campo, correspondente as sondas em egawnda;ada individuo. Apenas os
pontos de fluorescéncia com tamanho similar, befimides e sem sobreposicéo de
nacleos, foram contabilizados, desprezando-se sengiiuacdes de marcacao

inespecifica.
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Os cut-offs usados para definir a presenca de alteracdes sstmicas foram
baseados em amostras de tecido humano normal, @oarateriormente descrito por
Sayagues e colaboradores, em 2004 [144]. Assinmmtezao ganhos sempre que 5% ou
mais das células contadas apresentavam um numeipaie fluorescentes superior em
relacdo as células normais dipldides (2n) e pefatasn consideradas quando 10% ou
mais das células contadas apresentavam um numeioaie fluorescentes inferior em
relacéo as células normais diploides (2n) [145].

Sempre que surgiram duvidas de interpretacaoefmtida a analise por iFISH,

aumentando a concentracao das sondas.

3.4.2Técnica de Sequenciacdo para deteccdo de mutacoes

3.4.2.1 Amplificacdo do DNA

A pesquisa de mutacOes no exdo 4, dos gHdE4 e IDH2, localizados nos
cromossomas 2 e 15, respectivamente, foi realipada técnicaPolymerase Chain
Reaction(PCR), seguida da técnica de sequenciagéo. Rargoiocedeu-se, numa fase
inicial, ao desenho daimerse a optimizacédo das reac¢des de amplificacédo @Br. P

3.4.2.2Desenho degprimers

Para amplificacdo das regides de interesse, dasems® oprimers Forwarde
Reverse para os dois genes em estudo, recorrends aoftwares nomeadamente, o
Primer 3 Plus(disponivel em http://www.bioinformatics.nl/cgitypmimer3plus/primer3
plus.cgi) e oOligoCalc (disponivel em http://www.basic.northwestern.edhidols/
oligocalc.html). Na Tabela 4, encontram-se as saxjaé dogprimers utilizados, bem

como o tamanho dos produtos de PCR obtidos.
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Tabela 4 — Sequéncias dogrimers utilizados para os gendBH1 e IDH2 e o tamanho dos
produtos amplificados.

Tamanho
Nome Forward (5'- 3") Nome Reversg5'- 3") produto
(pb)
IDH1-F ACCAAATGGCACCATACGA IDH1-R  CATACCTTGCTTAATGGGTGT 252
IDH2-F CCACTATTATCTCTGTCCTCAC IDH2-R TGTGGCCTTGTACTGCAGAG 281

Para alguns casos, em particular para amostraagidadrde parafina, em que o
DNA se encontrava muito degradado verificou-sesafias tentativas, a auséncia de
qualquer amplificacdo por PCR, e, por isso, opmyar desenhar novgsimers de
forma a tornar o produto amplificado mais curto.staeforma, obteve-se maior
eficiéncia na amplificacdo e, consequentementehanet resultados na sequenciacéo.
As sequéncias dgwimers assim como o tamanho dos produtos de PCR, eacoisi#

descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Sequéncias dogrimers alternativos para os gendé3H1 e IDH2 e tamanho dos
produtos amplificados.

Tamanho
Nome Forward (5'- 3") Nome Reversg5'- 3") produto
(pb)
IDH1/2F ACGGTCTTCAGAGAAGCCA IDH1/2R CATGCAAAATCACATTATTGCC 133
IDH2/2F GTTGAAAGATGGCGGCTGC IDH2/2R CCGGTCTGCCACAAAGTCTG 198

3.4.2.3 Preparacao da reaccao de PCR

A mistura de reaccdo de PCR para amplificacdo dagmientos de DNA

pretendidos foi preparada para um volume final®l@l2 de acordo com a Tabela 6.
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Tabela 6 —Reagentes utilizados na reaccao de PCR para aaghib das regides de interesse dos
genedDH1 e IDH2, utilizando ogrimerspreviamente descritos.
Concentracéo Quantidade utilizada

Reagentes final por caso (ul)

H,0 estéril - 13,9
Taq Buffer 5x (Promega) 1x 5

MgCl, 25mM (Promega) 1,5mM 15
dNTPs5mM (Bioline) 0,2 mM 1

Primers10uM

 Forward 0.5 UM 1,25

* Reverse 1,25

Taq DNA polimerase5U/ul (Promega) 0,5U 0,1

Apés a preparacao da reaccdo de PCR de acordo Gaimeta 6, distribuiram-se
24 ul da mistura em cadgpendorfe adicionou-se 1 pl de DNA gendémico (100ng/ul),
a fim de perfazer os 25 ul de produto de PCR.

Em todas as reac¢des de PCR realizadas foi inaluidoontrolo negativo.

De notar que, para amostras de DNA extraido deoblde parafina, depois de se
verificar uma melhor eficiéncia na amplificacdopgedeu-se, a uma desnaturacao
prévia do DNA, durante 10 minutos, a 95°C, antesdleionar o DNA a mistura de
reaccao.

Imediatamente apos a adicdo do DNA, colocaram-sdubss de PCR no
termocicladoBiometrapara dar inicio a amplificacéao.

3.4.2.4 Condicdes de amplificacdo para os genéd3H1 elDH2

As condi¢des de amplificagcéo, utilizandopssnersdescritos na Tabela 4 para os
genedDH1 eIDH2, foram as seguintes:

» Desnaturacéo inicial, a 95°C, durante 5 minutagjiga de:
(» 14 ciclos (desnaturagdo a 95°C, 30 seguralusealinga 60°C, 30 segundos e
extensda 72 °C, 30 segundos);
e 10 ciclos (desnaturacao a 95°C, 30 segurausealinga 55°C, 30 segundos e
< extensda 72 °C, 30 segundos);

* 10 ciclos (desnaturacéo a 95 °C, 30 seguralusealinga 50°C, 30 segundos e

L extensdo a 72°C, 30 segundos).

> Extensao final, a 72°C, durante 10 minutos.
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As condi¢bes de amplificagcdo com msmersdescritos na Tabela 5 para o gene
IDH1 foram:
» Desnaturacdo a 96°C, durante 5 minutos, seguida de:

¢ 35 ciclos (desnaturacdo a 96°C, 45 seguynalesealinga 60 °C, 45 segundos e
extensdo a 72°C, 45 segundos).

» Extensdo a 72°C, durante 5 minutos.

As condi¢cbes de amplificagdo com msmersdescritos na Tabela 5 para o gene
IDH2 foram:

» Desnaturacdo a 96°C, durante 5 minutos, seguida de:

» 35 ciclos (desnaturacdo a 96°C, durante 45 segurdoealinga 64 °C,
durante 45 segundos e extensao a 72°C, durantgdbdos).

» Extensdo a 72°C, durante 5 minutos.

3.4.2.5 Visualizacéo e identificacdo dos produtosedPCR por electroforese
em gel de agarose

Os fragmentos de DNA resultantes da reaccao defB@R separados num gel
de agarose de acordo com o seu tamanho molecalaglihgem e da concentragéo de
agarose. Pretendeu-se com a electroforese anadigaodutos amplificados, garantindo

a inexisténcia de amplificacdes inespecificas @sérecia de contaminacoes.

A electroforese foi realizada de acordo com o sggurocedimento:

1) Preparou-se o suporte de gel, colocando varioepenima superficie plana
para, posteriormente, se depositar a solucdo deosmyaSeguidamente,
preparou-se um gel de agarose a 2%. Para tal, ceok® num baldo de
erlenmyera agarose em tampdo TBE 1x. Esta solucéo foi atpuamo
microondas, até dissolver completamente a agarose solucdo ficar
translicida. Apés arrefecer um pouco, adicionouB&t (0,5ug/ml),
homogenizando bem a solucao.

2) Depois do gel polimerizado, colocou-se o supodm @ gel na tina de
electroforese, utilizando tampdo TBE 1x. Adiciorsmu-5ul do produto

amplificado por PCR nos varios poc¢os e iniciou-selextroforese a uma
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voltagem de 80 volts, durante 40 minutos. ApoOsteléarese visualizaram-se
os produtos de PCR utilizando um transiluminac®, doc_XR da BIORAD

com osoftwareespecifico acoplado ao sistema.

3.4.2.6 Purificacdo dos produtos de PCR através dkit High pure PCR

product purification, Roche Applied Science

Este procedimento foi baseado nas propriedadestisake de aderéncia do
produto amplificado de DNA a fibras especiais d#ravique as colunas contém. Com
este procedimento pretendeu-se remover sais, dNgiteers e polimerases nao
incorporadas durante a reaccédo de PCR.

1. Adicionaram-se 250 ul da solucdo de ligacdo aoytocode PCR amplificado.
Colocou-se uma colundigh Pure Filternum tubo de 2ml, fornecido pelo kit e
transferiu-se todo o volume da mistura anterioaacoluna. Centrifugou-se, a
velocidade maxima (18000 g, aproximadamente), deGd segundos.

2. Colocou-se novamente a coluna no tubo e adicionraead00 ul da solucdo de
lavagem. Centrifugou-se nas mesmas condi¢cfes. @elE novamente a
coluna no tubo e adicionaram-se 200 pl da mesmaa&wl Centrifugou-se a
13000 g, durante 1 minuto.

3. Colocou-se a coluna num tubo estéril de 1,5 muaiede o DNA adicionando
50 pl com tampéo de eluicdo. Centrifugou-se a 13§0@urante 1 minuto.

Guardaram-se os produtos purificados a temperdtud&C.

3.4.2.7 Reaccdo de Sequenciacdo directdlizando o Kit GenomeLab" Dye

Terminator Cycle Sequencing with Quick Start

A reaccdo de sequenciagdo directa foi realizadanslkego método de Sanger,
descrito em 1977 [146].

Durante a reaccdo de sequenciacdo, o0s dNTPs fomaoorporados,
sequencialmente, na extremidade 3~ de uma caddidNde O alongamento desta foi
terminado selectivamente em A, T, C ou G, a mediga os analogos de nucleétidos
terminadores de cadeia, sem extremidade 3"-OH, {BEN- marcados com fluoroforos
de cor diferente) foram adicionados pela polimer&sesta foram, produziu-se uma

série de moléculas de DNA de tamanho varidvel, cada terminando numa base
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diferente, com fluorescéncia diferente. Cada readgisequenciacao foi feita num so6
tubo, utilizando apenas umrimer, tendo-se realizado a sequenciacdo bidireccional

sempre que se justificou.

1. Apoés a identificacdo dos tubos, efectuou-se a maisle sequenciacdo para um
volume total de 20 ul, de acordo com a Tabela 8.

Tabela # Reagentes utilizados na reacc¢édo de sequenciacao.
Quantidade utilizada

Reagentes oor caso (4
H,0 ultrapura 0-9,5ul*
Produto de PCR purificado 0,5-10 pl*
“Primer” Fwd ou Rev1l0mM 1l
“DTCS Quick Start Master Mik 3ul

*Nota 1: Consoante a intensidade da banda observada nbegadarose, assim se definiu o

volume a colocar da amostra purificada na reace&eduenciacao.

2. Apés a preparacdo da reaccdo de sequenciacdoam@tose 0s tubos no

termociclador, de acordo com o seguinte programa:
(

96°C, durante 20 segundos,
30 ciclos{  50°C, durantes2gundos,

60°C, durante 4 minutos.

\
3. Os produtos resultantes da reaccdo de sequencifag@m, imediatamente,
purificados.

3.4.2.8 Purificagéo dos produtos de Sequenciagao

Este procedimento foi baseado na precipitacdo elscdes de sequenciacdo, a
fim de remover sais residuais, ddNTPs marcados floar6foros que nao foram
incorporados. Esta eliminagédo de excedentes fadomental pois poderiam interferir

com a analise das sequéncias.
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1. Para cada amostra, preparou-se uma solucdo “Siopl' de acido acético,
14,5 ul de agua estéril e 62,5 pl de etanol a ¥9%2q°C)) e adicionaram-se

80 pul desta solucao a cada reaccéo.

2. Em seguida, selou-se a placa com parafilme e colee a -2%C, durante
10 minutos. Centrifugou-se a velocidade de 6108ugante 30 minutos, a
4°C. Seguidamente, inverteu-se a placa e desprezoussbrenadante em

papel absorvente.

3. Adicionaram-se 20Ql de etanol a 70% (a -20) e centrifugou-se a 6100 g,
durante 10 minutos, a°@. Desprezou-se o sobrenadante. Repetiu-se a

lavagem com o etanol a 70% e centrifugou-se a §180Qrante 5 minutos.

4. Colocou-se a placa invertida em papel absorvente caatrifuga e
centrifugou-se a 100 g, durante 10 segundos. Emidsegadicionaram-se,
em cada poco, 30 ul d®ading Solutior(SLS) e vortexou-se, suavemente, a

placa.

5. Colocou-se uma gota de 6leo mineral em cada poegdigjoa amostra, para
evitar a evaporacado durante a corrida no sequeasrceggchuma outra placa,
apropriada para o efeito, colocou-se um tampacetudo pelo kit até ¥ de

cada poco da placa.

6. Colocaram-se ambas as placas no sequenciador @j@l8res, ddBeckman
Coulter (CEQ 8000 Genetic Analysis SysteBeckman Coulter, USA).
Terminando a corrida, foi realizada uma pré-analsmndo o softwar€EQ
8000 Genetic Analysis Systémnmnecido peldeckman Coultewversao 9.0.

3.4.3 Técnica de MS-MLPA Methylation Specific-Mulliex Ligation-dependent

Probe Amplification para avaliar a hipermetilacdo

Este método permite avaliar o estado de metilagéo niltiplos genes,
simultaneamente com a detec¢do combinada do nldeearépias [147]. Foi baseado na
reaccdo por PCR e permitiu a deteccdo semiqudavditde alteracdes no DNA, na
regido promotora de varios genes, numa unica redd€d. A discriminacdo entre as
sequéncias metiladas e ndo metiladas foi efectatrdaés da hibridacdo de sondas
contendo o local de reconhecimento para a enzinmsive® a metilagdoHhal
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(Promega, Leiden, Holanda) ao DNA. Todas as sodea8S-MLPA s&o sequéncias de
copia Unica e foram desenhadas e preparadas comaritolepor Schouten e
colaboradores [148].

Para a técnica de MS-MLPA utilizaram-se trés difege kits desenvolvidos
pela MRC Holland nomeadamente, MEO11Al-lote 0609, MEOO2B1-lote 90&)
MEO011B1-lote 1009NIRC Holland Amesterdao, Holanda) como descrito por Jeuken e
colaboradores, em 2007 [147]. No inicio deste [etojeforam utilizados os dois
primeiros kits, mencionados anteriormente, no datarestes dois kits foram
descontinuados peMRC Holland Por isso, o Projecto prosseguiu com a utilizad@o
kit MEO11B1-lote 1009, para a maioria das amostras.

Os trés kits tinham caracteristicas particulares agi distinguiam. O primeiro,
MEO11A1, era constituido por 21 sondas, 3 das gemm capazes de reconhecer
dinucleétidos CpG na regido promotora do gel&MT (sonda MGMT 1: 2239-1.1261,
sonda MGMT 2: 5670-L5146 e sonda MGMT 3: 7188-L7)71&s restantes eram
especificas para outros genes. Este kit continm@daa® sondas de referéncia que néo
tinham local de corte da enzima de restricéal [149]. Aléem destas sondas, o kit era
constituido também porfrfagmentos controlo, sendo que 0s primeiros 4 8Tvcomo
controlo da quantidade de DNA na reaccao (64-782Z6#) e os outros 3 serviram
como fragmentos controlo da desnaturacao e daligg8-92-96nt).

O segundo kit, MEOO2B1, era constituido por 27 asndom local de
reconhecimento da enzirhthal, sendo que 2 delas reconheceram dinucleotidosr@pG
regido promotora do gedGMT (sonda MGMT 1: 5670-L5146 e MGMT 2: 13716-
L15582). Este kit continha ainda 14 sondas de é&aféa e os mesmos fragmentos
controlo que o kit anteriormente referido, no etdapossuia 2 fragmentos adicionais
(100 e 105 nt) que forneceram informacao relativéemao género dos individuos.

O terceiro kit utilizado, MEO11B1, continha 22 sasdcom local de
reconhecimento da enzima de restritfi@al, sendo que 6 sondas eram especificas para
a regido promotora do geMGMT (sonda MGMT 1: 13716-L15582, MGMT 2: 14136-
L12791, MGMT 3: 5670-L14276, MGMT 4: 12250-L14208GMT 5: 14133-L15736
e MGMT 6: 14135-L16573) e 16 sondas de referéritsée kit era constituido também
por 9 fragmentos controlo diferentes, tal comot@hkieriormente descrito.

Um resumo das sondas presentes nos trés kitsadbkzneste trabalho, encontra-

se na Tabela 8.
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Tabela 8— Caracteristicas dos kits de MS-MLPA utilizadektivamente as sondas especificas

para o gendIGMT.
Kits/lote
Produto Sequéncia parcial
Sondas amplificado | MEO11-A1 | MEO02-B1 | MEO11-B1 com local de
(nt) 0609 0809 1009 reconhecimento
Hhal
Quantidade de
64,70;76; 82 Presente Presente Presente
DNA
Fragmentos Desntauracéo e
L 88; 92; 96 Presente Presentg Presente
controlo ligacéo
Cromossomas 100(X);
) Ausente Presente Presente
sexuais 105(Y)
CAGGACCGGGATTC
2239-L1261 373 Presente| Ausente Ausente | TcACTAAGCGGGCG
CCGTC
GGCGGAAGCTGGGA
5670-L5146 191/193 Presente Presente Ausente | AGGCGECGCCCGGC
TTGTAC
GTCCTCGCGGTGCGC
7188-L.5144 319 Presente Ausente Ausente | AcCGTTTGCGACTTG
GTGAGT
AGGACCTGAGAAAA
Sondas 13716-L15582 346 Ausente Presente Presente| cGcAAGAGAGCGEGC
_ GGGGGCG
especificas GCCACGTGCCCGAG
TGGTCCTGAAAGCG
para a regido 14136-L12791 391 Ausente Ausente Presente | cGCcGGGGGTCGTAG
GACGGCGCCCGCTT
promotora do AGTGA
GGCACAGAGCCTCA
geneMGMT 5670-L14276 202 Ausente Ausente Presente | GGCGGAAGCTGGGA
AGGCGCCGCCCGG
AGCCTCGAGTGGTC
12250-L14205 214 Ausente Ausente Presente | ctgcageeaeccTe
ACTTCGCCGTCGG
CTGGGAGGCACTTG
14133-L15736 172 Ausente Ausente Presente | GGGCGCACCTGGAG
CTCGCCCGGGAT
CTAAGTATGCTAAA
14135-L16573 409 Ausente Ausente Presente | ceaTTGCTGCAAGC
CAAGGCCCGCGCAG
Sondas de Total 8 - Sim - -
referéncia Total 14 - - Sim -
para a
L Total 16 - - - Sim
metilacéo
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3.4.3.1 MS-MLPA

O protocolo de MS-MLPA consistiu em 5 passos: 1yriaturacdo do DNA e
hibridacdo das sondas 2) Reaccdo de ligacdo eliba@r) Reaccdo de PCR 4)

Separacdo dos produtos de amplificacdo por elecesd capilar 5) Andalise dos
resultados obtidos (Figura 13).

M
[ —

M
Sequéncia metilada ‘ Sequéncia nio metilada

Desnaturacio e hibridacio

de miiltiplas sondas
w a4

A, g =

Ligacdo simultinea e hidrolise com
] 1 ik metibaed

Alvol Alvo2
14 18 N v 2

Bpe g e

PCR com primers universais

Apenas as sondas ligadas sdo
exponencialmente amplificados

X Y
5 a

b

Analise de fragmentos

Figura 13 —-Esquema ilustrativo do procedimento de MS-MLPA][¥6& sondas especificas para
cada gene, que continham um local de reconhecinpamt enzima de restric&thal foram hibridadas
com o DNA alvo. Posteriormente, ocorreu ligacdadedtise com esta enzima, sensivel a metilacdo. As
sequéncias ndo digeridas, que eram as sequénaagsgavam metiladas, foram amplificadas. Nas
regibes CpG que ndo se encontravam metiladas, opleson DNA/sonda foi digerido e,
consequentemente, ndo ocorreu amplificacdo. Pdeaaraostra de DNA, o MS-MLPA foi realizado com
e sem a hidrélise pela enzidhal (adaptada de [16]).

Desnaturacdo do DNA e hibridacdo das sondas

1. Diluiu-se a amostra de DNA com tampédo de eluicd waha concentracao
aproximada de 300 ng/ul. Perfez-se o volume cona ag@ 5 pl. Colocaram-se
as amostras no termociclador, durante 10 minutd8°€, para desnaturar o
DNA, diminuindo depois a temperatura até 25°C.

2. Preparou-se a mistura de 1,5 $ALSA probe mix MEO11A1l, MEOl11Bl

MEOO2B1com 1,5 pl déMLPA buffere adicionaram-se 3ul desta mistura a cada
tubo.
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3. Incubou-se durante 1 minuto, a 95°C, seguido dbaadtés a 60°C, de forma a
permitir a hibridagcédo das sondas ao DNA.

Reaccdao de ligacdo e hidrélise

1. A temperatura ambiente, adicionou-se a mistura gedLigase-buffer Acom
10 ul de agua a cada amostra e misturou-se. Transfese 10 ul de cada tubo
para um segundo tubo e incubaram-se ambos os pab®€ada caso em estudo,
a 49°C, pelo menos 1 minuto, no termociclador.

2. Preparou-se a mistutagase-65 adicionando 1,5 ul deigase-65 buffer Bom
8,25 pl de agua e 0,25 pl Hgase-65 enzympeara cada amostra. Em seguida,
preparou-se a mistutagase-Digestionadicionando 1,5 ul deigase-65 buffer
B, com 7,75 pl de agua, 0,25 ul Hgase-65 enzyme 0,5 ul da enzima de
restricaoHhal para cada amostra e misturou-se.

3. Enguanto o termociclador mantinha a temperatu#08€, adicionaram-se 10 pl
da misturaLigase-65a0 primeiro tubo e, ao segundo tubo, adicionararhésp|
da misturd_igase-Digestion

4. Incubaram-se ambos os tubos, durante 30 minu##’@& seguido de 5 minutos
a 98°C.

Reaccado de PCR
1. Entretanto, preparou-se a misturaRIER buffer adicionando 2 pl dSALSA

PCR buffere 13 ul de agua por cada amostra. DistribuirarhSs@l por cada
novo tubo e colocaram-se em gelo.

2. Em seguida, retiraram-se os tubos do termocicladadicionaram-se 5 pl da
misturaMLPA ligationou 5 pl da misturdLPA ligation-digestiora cada novo
tubo que contém a mistura de 15 ul, anteriormesfida, colocando os tubos
novamente em gelo.

3. Preparou-se a mistuRolymeraseadicionando 1 pl dS8ALSA PCR-primers
pl de SALSA Enzyme dilution buffe2,75 pl de agua e 0,25 pl GALSA
Polymerasepara cada amostra, colocando a mistura em getalaA&ém gelo,
adicionaram-se 5 ul da mistuRolymeraseaos tubos contendo a mistura

anterior. Em seguida, colocaram-se os tubos noot@ahador a 72°C.
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4. De imediato, iniciou-se a seguinte reaccéo de PCR:
95°C, 30 segundos
> 35 ciclosy 60°C, 30 segundos
72°C, 60 segundos
» 72°C, durante 20 minutos

Separacao dos produtos amplificados por electredocapilar

1. Preparou-se uma mistura, contendo 9,1 pl de Fordzaoom 0,3 pl déene
Scan-500 ROX Size StandgAbplied BiosystemaNarrington, UK) para cada
amostra.

2. Transferiram-se 9,4 ul para cada poco da placalecaose 1 pl de cada
produto de PCR nos respectivos pocos e desnatarau-placa durante 3
minutos, a 95°C.

3. Em seguida, colocou-se a placa no Sequenciadomatitm. Os fragmentos
resultantes foram separados e quantificados poctreferese capilar no
SequenciadoB130 Genetic Analyserde 4 capilaresApplied Biosystems —
Hitachi High-Technologies Corporatipn Toquio, Japao). A recolha de
resultados foi efectuada atravéssftwareGenemapperversao 4.1.

Analise de dados de MS-MLPA

A andlise de dados foi efectuada usandoftwareMLPA Coffalyserverséo 9.4,

desenvolvido pel®RC Holland

Para compensar a diferenca na eficiéncia do PCRnuestras individuais, a
fraccdo de cada pico foi normalizada pela divisaovdlor do pico de cada sonda
amplificada, pelo valor combinado de sondas deréetga dentro da amostra. Desta
forma, a percentagem de metilacdo foi calculada pklisdo das areas dos picos
normalizados das amostras metiladas (sujeitas ralisiel pela enzima), pela area dos
picos normalizados das amostras ndo metiladass{rjégas a hidrolise pela enzima de
restricao).

Para cada kitfoi realizada a média das diferentes sondas quelenyg diferentes
regides CpG da regido promotora do gete&MT. Oscut-offsadoptados foram de 0,00-
0,24 auséncia de hipermetilacdo, 0,25-0-49 hipélagéb média, 0,51-0,74,
hipermetilacdo moderada e >0,75 extensa hipermpé@tilade acordo com Jeuken e
colaboradores, 2007 [147].
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando fiveare Statistical Package for the
Social Sciencewverséo 15.0.

O testey® foi usado para testar a associacdo das varidVieicas com as
alteracbes cromossdmicas e genéticas, tendo-s=addilo teste exacto daésher, em
alguns casos, nomeadamente, em tabelas dois [gor doi

O testelog-rank foi usado para testar a sobrevida entre diferegiegos pelas
curvas deKaplan-Meier A sobrevida foi calculada desde a data de ciauejé ao
altimo follow-up ou morte dos doentes.

O teste t-Student foi utilizado para comparar médias em variaveisn co
distribuicdo normal e, alternativamente, utiliz@uesteste d&ann-Whitney

Os valores de foram considerados significativos quando infesae),05.
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4. Resultados e discussao

Neste estudo, foram analisadas amostras de taaidaral glial, provenientes de
um total de 141 doentes (Tabela 3). Destas amodt8ds foram avaliadas quanto a
perda alélica de 1p/19q usando a técnica de iFtBdcfita em3.4.1.), 128 foram
analisadas para a deteccdo de mutacdes em doentife genesDH1 e IDH2, através
da técnica de sequenciacdo directa (descrita 3eft2.) e 38 foram avaliadas
relativamente a hipermetilacdo da regido promottrageneMGMT, pela técnica de
MS-MLPA (descrita en3.4.3.]).

4.1 Avaliagdo da alteracdo alélica de 1p/19q

4.1.1 Amostras estudadas

A avaliacdo da alteracdo alélica de 1p/19q, reddizeeste Projecto, decorreu no
ambito de um outro projecto de investigacao irdadol “Caracterizacdo de alteracdes
genéticas em gliomas humanos poays de polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP):
correlacdo com as caracteristicas clinicas, bicé®gie citogenéticas da doenca”,
financiado pela Fundacéo para a Ciéncia e Tecr®l(6@T)(Ref. PIC/IC/83108/2007).

Desta forma, através da técnica de iFISH foi pe$savaliar um total de 130
amostras, sendo 51 amostras resultantes do pressmdéo e 79 amostras resultantes
do trabalho desenvolvido no decurso do Projectanacreferenciado. Assim, foi
possivel analisar um numero significativo de anasstde forma a tornar o estudo mais
completo e informativo.

Relativamente a histologia das amostras tumordisdadas, de acordo com o
sistema de classificacdo da OMS [17], verificowgge os astrocitomas foram o tipo de
glioma mais frequente (76,9%) e os ependimomasgomfrequente (3,1%) (Tabela
9). Dos 130 individuos estudados, 62 individuosmedo género feminino e 68
individuos eram do género masculino, sendo a ndlidade no diagnodstico de 57+16

anaos.
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Tabela 9— Distribuicdo das amostras tumorais em estudo ga#hse de iFISH, de acordo com o
tipo de glioma.

Amostras estudadas

_T|p,o. Astrocitomas Oligodendrogliomas Mistos Ependimoma Total
histolégico

o]

N° amostras 100 18 8 4 130

analisadas

4.1.2 Andlise das alteracGes 1p/19q ao microscdpifluorescéncia

Para cada individuo, foi avaliada a heterogeneidédgenética intratumoral, de
forma a identificar distintos perfis citogenéticé%ara isso, foi realizada a técnica de
iFISH utilizando duas sonddscusespecificas (LSI) de marcacéo fluorescente dupla:
LSI 1p36/1g25 para o cromossoma 1 e LS| 19q13/1%zt8 o cromossoma 19. Os
sinais de hibridacdo observados com a marcacae ¥eram utilizados como controlo.
Desta forma, foram considerados os cromossomasl®g eem alteracao para a regiao
cromossomica em estudo, quando se observaramidais gerdes e dois sinais laranja.
A presenca de deleccao foi registada, sempre @i sthais verdes e um sinal laranja
se observaram e os ganhos foram considerados senpeede multiplos sinais laranja,
de acordo com Mahajan e colaboradores (2009) [(B3@Ura 14).

“
@©
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Cromossoma 19

Figura 14 — Imagens visualizadas por microscopia de flu@mresa das hibridacdes obtidas para o
cromossoma 1 (A, B, C) e para o cromossoma 19 ([F;) EAs sondas utilizadas hibridaram as regides
cromossémicas 1p36 e 19g13 no espectro laranfaregies 1p25 e 19p13 no espectro verde. As sélula
apresentam sobreposicédo dos filtros especificas @aspectro verde, laranja e contrastacdo com DAPI
(ampliacdo de 1000x).

Como anteriormente referido, os sinais visualisado espectro verde foram

apenas para controlo da hibridacdo, como tal, peabar as alteracdes detectadas para
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as regibes cromossOmicas em 1lp e 19q contabilizagaws sinais observados no

espectro laranja, resultantes da hibridacdo comsoadas fluorescentes 1p36 e 19913
(Figura 15).

Figura 15 — Imagens obtidas por microscopia de fluorescédam células tumorais gliais Os

sinais fluorescentes resultaram da hibridacdo dadas especificas para 1p (LS| 1p36) e 19q (LSI
19g13) as regides cromossémicas em estudo. E pbsedvificar células com diferentes sinais

fluorescentes no espectro laranja, nomeadamer2e 31gu 4 sinais (indicados pelas setas).

Oscut-offsutilizados para diferenciar as alteracées numéfarasn considerados
de acordo com o descrito por Sayagues e colab@ada004) [144], sendo definidos
com base na comparacao entre o perfil citogenéta células normais e o perfil

citogenético das células tumorais. Assim, paraeg®es cromossémicas em estudo,
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consideraram-se significativas as perdas de mhggneetico quando, uma percentagem
igual ou superior a 10% de células apresentava sn@aalois sinais fluorescentes. Os
ganhos de material genético foram consideradosdguama percentagem igual ou

superior a 5% de células apresentava mais de idais uorescentes.

4.1.3 AlteragOes citogenéticas detectadas para 19oe

Nesta populagéo de gliomas, varias alteracfes folzsarvadas nos bragos curto
e longo dos cromossomas, 1p e 19q, respectivamewde. Tabela 10estao,
esquematizados, os padrdes citogenéticos obseryaaasos doentes em estudo, de
acordo com o subtipo tumoral histolégico, diagraasto clinicamente.
Tabela 10 — Representacdo esquematica das alteracdes crtomoas observadas em 1p/19q em

diversos subtipos histoldgicos gliais. Os nimeepsasentam a totalidade de individuos nos quagsrfor
observadas as alteragdes cromossémicas indicadas.
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Alteracdes
cromossomicas
1p*/19¢* e . -1
1p/19q - - - 16 2 4 9 - - - 1
1p/19g* - - - 3 1 - 1
1p*/19q - - - 1 - - - . . . .
1p/19q° - - - 3 1 - . . - - 1
1p'/19q - - . 1 N . . 1
1p'/19¢ 3 4 2 21 - - 3 1 2 - 1
1p'/19g* - - - 4 . - . . - } B
1p*/19q - - - 3 - - - - - R R
Outras alteracdes - 4 - 31 - 1 - 3 1
Total dal%gms"as 3 8 2 8 4 5 13 5 3 1 3

“Delecgéo cromossémica
*Ganho cromossémico
*NUmero de copias normal
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Numa primeira abordagem, foi possivel observar apigliomas, representados
nesta populacdo, apresentavam, frequentementeacéiés em pelo menos uma das
regides dos cromossomas em estudo (128/130, 98,B%sim, verificou-se que
relativamente aokci analisados, homeadamentdpous 1p36, no cromossoma 1 e 0
locus 19913, no cromossoma 19, os individuos apresamtava namero de coépias
alterado, nesta regido, por ganho ou por delec&fenas duas amostras tumorais
(2/130, 1,5%), cujo diagnostico clinico foi de gliastoma e ependimoma, mostravam o
perfil citogenético sem alteracdo, apresentands dapias para cada regido analisada.
A elevada frequéncia de alteracbes em 1p/19q feemiada também por Smith e
colaboradores, que consideraram estas alteracéagoexcomuns em gliomas humanos
[60, 150].

Entre as alteracdes citogenéticas mais comuns, amlgtdo em estudo,
destacaram-se ganhos (polissomias) eiil®g" e deleccbes combinadas (codelecgao)
em 1p/19q (28,5% e 23,8%, respectivamente).

Em astrocitomas (grau I, I, 1ll e IV) e em tumomsstos, oligoastrocitomas
(grau Il e 1), as polissomias combinadas do Igpel9q (1p/19q) foram observadas
com elevada frequéncia, nomeadamente, 30% e 3Tes@ectivamente. O facto desta
alteracao se verificar nos dois tipos histolégiadsridos, sugere que € caracteristica de
uma componente celular astrocitaria, uma vez qiesérvada, maioritariamente, nestes
dois tipos de tumores. Também Perry e 0 seu grapovestigacéo, observaram que as
polissomias sdo muito frequentes em astrocitontzl [1

Do mesmo modo neste estudo, as codelec¢bes 1$8qvadas revelaram-se de
grande importancia, dado que, tem sido sugeridaassaciacao desta alteragdo com a
morfologia classica de oligodendrogliomas [60, 6B]. A Tabela 11 resume os
resultados obtidos para a codeleccdo 1p/19qg egdedeccao isolada de 1p ou 19q,

consoante o tipo de glioma.

Tabela 11— Deleccdes observadas nos diferentes tipos digtols em estudo.

Classificacao histolégica

CroArI:E)r:sg(?r%ica Astrocitoma Oligodendroglioma Mistos Ependimoma
n =100 n=18 n=28 n=4
Codelecgéo 1p/19q 17 13 0 1
Deleccéo 1p 9 1 0 )
Deleccéo 19q 5 0 L 0
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Através da andlise da Tabela 11, verificou-se §8&% dos oligodendrogliomas
(grau Il e lll) apresentavam a codeleccao em 1p/EStp alteracdo cromossomica foi
estatisticamente significativgp<0,0001) quando observada em oligodendrogliomas,
comparativamente com 0s astrocitomas. Assim, osltag®s obtidos poderao ter
repercussfes importantes ao nivel do diagnostio@al Esta alteragdo cromossomica
podera ser um bom marcador de diagndstico para laggodendrogliomas,
principalmente nos casos em que os métodos higtoBgsdo insuficentes para
classificar este tipo de tumor. Varios estudos s@&t publicados sobre esta associagéo:
Perry e colaboradores (2003), por exemplo, ideatiim a codeleccdo em 70% dos
doentes com oligodendrogliomas e Gadji e colaboesd(2009) verificaram que 91%
dos doentes estudados com oligodendrogliomas tandmesentavam a codeleccéo
[90, 151].

Tendo em conta o grau do tumor em oligodendrogleo(habela 12), verificou-se
que 80% e 69,2% dos tumores de grau Il e graudfpectivamente, apresentavam
codeleccao das regibes cromossoOmicas em estuddistisamente, verificou-se que,
esta alteracdo estad associada aos oligodendroglidndependentemente do grau do
tumor, dado que entre estes dois grupos nao decamim diferencas estatisticamente
significativas. Estes resultados foram concordamt@® o observado por Smith e
colaboradores, que afirmaram que a morfologia dgo@déndrogliomas puros parece
estar relacionada com a codeleccéo, independentemegrau do tumor [60].

Como referido anteriormente, esta alteracdo toenamsiito relevante para o
diagndstico clinico, contudo, é preciso ter em &oqtie esta associacdo entre a
histologia e a citogenética nem sempre se verifisaim, no presente estudo, observou-
se que, aproximadamente, 22% dos doentes com efigoagliomas (grau Il ou IlI)
nao apresentavam perda (isolada ou combinadakedd®s cromossémicas analisadas
em 1p ou 19q. Estes dados vao ao encontro de wihogstiblicado, segundo o qual, 10
a 20% dos oligodendrogliomas puros nao apresergtarakteracao [60].

Alguns autores referem ainda que a codeleccao Gmdd se observa apenas em
oligodendrogliomas mas também em outros subtipo®itais como em astrocitomas
[60, 151]. Um estudo realizado por Perry (2003gdeiu também a codeleccdo 1p/19q
em tumores de grau IV (astrocitomas) [151]. Tamb@opresente Projecto, 19,3% dos
glioblastomas puros (astrocitomas de grau IV) amtasvam a codeleccdo 1p/19q e,

além disso, 9,6% dos doentes tinham a perda isdada ou 19q, maioritariamente do
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1p. Tendo em conta que 50% dos tumores classiicadono glioblastomas com
componente oligodendroglial (astrocitomas de gr&) &presentavam codeleccdo
1p/199g e que os restantes 50% apresentavam petddasde 1p (50%), isto podera
sugerir que, os doentes diagnosticados com glimoles puros e que apresentam
codeleccdo, ou pelo menos uma perda, poderdo tepragndstico mais favoravel
devido a componente oligodendroglial. A associalgsia alteracdo, como um factor de
prognéstico mais favoravel, tem sido descrita, périos autores, em tumores
oligodendrogliais com codeleccéo [60, 65, 90].

No presente estudo, verificou-se que ndo hd umaciagdo estatisticamente
significativa entre a presenca de codeleccdo e diande idade no diagndstico nos
doentes com oligodendrogliomas. Desta forma, aleod@&o e a idade no diagnéstico

parecem ser factores independentes no aparecim@ntoenca (Tabela 12).

Tabela 12— Média de idade no diagnéstico nos doentes cagod#ndrogliomas com a codelecgéo e
sem a codeleccao.

Média de idade no diagnostico + desvio padrao (gnos

Com a codeleccdo Sem a codeleccéo

52+13 49+17

Estes resultados estdo de acordo com outros egputiicados em que, também
nao se observou nenhuma diferenca, estatisticaragmiécativa, entre a codeleccao e

a idade no diagndéstico em doentes com oligodendrogk [152]

4.1.4 Andlise da sobrevida

Estudos sugerem que a perda alélica dos cromosshmasl9q esta associada
com uma sensibilidade aumentada a quimioterapiad®terapia, com consequente
aumento da sobrevida dos doentes com oligodendmgt [60, 65, 90]. Para
oligodendrogliomas que ndo apresentam esta altersegé sido descrita uma sobrevida
mais curta [60, 153].

Através de uma andlise segundo a curvKdplan-Meier ndo se observaram
diferencas estatisticamente significativas entreusgas de sobrevida dos doentes com

oligodendrogliomas (grau Il e Ill) com codeleccdp/1Pq e sem codeleccao,
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independentemente do tratamento (Figura 16). Aestda média observada foi de

15+4 meses e 2419 meses, para 0s doentes coma@®ialeccéo, respectivamente

08+

05+

Sem Codeleccio

Sobrevivéncia cumulativa

Com Codeleccio
0,0

T T T T T T T
0 10 0 3 40 50 &0

Sobrevivéncia global (meses)

Figura 16 — Curva deKaplan-Meiercomparando a sobrevida dos doentes com oligodginmitias que
apresentavam codeleccdo nas regides cromossOmicsadas (1p36 e 19ql13) e os que nao
apresentavam a codeleccéo, independentementet@nério.

Porém, a maioria dos estudos publicados mostrou agquedeleccdo 1p/19q
conduziu a uma resposta aumentada ao tratamem@ag@amente por quimioterapia e
por radiacdo, tanto em combinacdo, como individeabs [65, 66]. No entanto, em
doentes com tumores oligodendrogliais que ndo faajeitos a estes tratamentos, a
codeleccao 1p/19q, nao pareceu conferir qualquatagam [67]. Assim, tendo em 0s
estudos publicados verificou-se que, nesta popojacds doentes com
oligodendrogliomas, portadores da codeleccado e r@ice fizeram qualquer tipo de
tratamento, apresentaram uma meédia de sobrevitldimeses e que os doentes com
oligodendrogliomas, que apresentavam codeleccéoeefigeram quimioterapia e/ou
radioterapia apresentaram uma média de sobrevid6#4 meses. Contudo, ndo se

observou uma relagéo estatisticamente significgkigura 17).
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Figura 17 — Curva deKaplan-Meiercomparando a sobrevida dos doentes com oligodginmitaas que
apresentavam codelecc¢do e nao fizeram qualqueddip@tamento e os doentes com oligodendrogliomas
que apresentavam codeleccao e fizeram quimioteeApiaradioterapia.

E necessario ter em conta o reduzido nimero det@®enm oligodendrogliomas
e portadores da codeleccdo que entraram nesteoe@tud 13). A ligeira diferenca
observada, embora ndo seja estatisticamente segivh, podera ser sugestiva de que a
perda de material genético das regides em estudivend genes ligados a resisténcia
as varias estratégias terapéuticas, no entantbonseessario estudar um maior numero
de casos para confirmar esta hipotese.

Também nos GBM estudados, ndo se observaram difereestatisticamente
significativas relativamente a sobrevida dos irmdllels com e sem a codelecgéo.
Relativamente a este grupo histoldgico, tém surgido literatura, alguns resultados
contraditorios. Assim, um estudo realizado por Har(2006) avaliou apenas a perda
de 1p em glioblastomas, mas verificou uma assouidedta alteragdo com o aumento
da sobrevida [154]. Smith (2000), pelo contrariéap mbservou qualquer vantagem na
sobrevida em doentes com glioblastomas e portadaresdeleccdo 1p/19q [60].

Para a populacdo estudada neste Projecto, a cod@lelecostrou ser um bom
marcador de diagndstico que podera ser implementadoo rotina hospitalar,
complementando a caracterizagdo histolégica. Nanémt para esclarecer o papel que a
codeleccdo poderd ter no prognéstico dos doentes agodendrogliomas sera

necessario aumentar o nimero de doentes estudados.
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4.2 Deteccdo de mutacdes nos genes IDH1 e IDH2

4.2.1 Amostras estudadas

Um dos objectivos iniciais deste trabalho consisiuidentificacdo de mutacoes
no genelDH1 que, de acordo com estudos recentemente publicpdoscem ser um
bom marcador de diagndstico e, ainda parecem ¢oafarprognéstico mais favoravel
[9, 11]. A avaliacdo de mutacbes no presente tnabfdi também alargada ao gene
IDH2 porque, recentemente, varios trabalhos tém, desonutacbes neste gene,
capazes de conferir o mesmo efeito. Além dissaidestem gliomas mostraram que
podem existir mutacfes neste gene quando ndo otantgacdes no seu analogo [9].

A analise genética nestes dois genes foi efecteadd28 amostras tumorais de
doentes com diferentes subtipos de gliomas, sendpdgstas, 92 eram glioblastomas:
87 glioblastomas primarios e 5 glioblastomas seériosl.

Relativamente a histologia das amostras tumoraigl@adas para este marcador,
pode-se observar que os astrocitomas foram o gpglidma mais frequente (80,5%) e
os ependimomas, o menos frequente (5,6%) (TabélaDt3total dos individuos em
estudo, 61 eram do género feminino e 67 eram dergénasculino, cuja idade média

no diagnostico foi de 58+15 anos.

Tabela 13- Distribuicdo das amostras tumorais em estuda, gr@élise por Sequenciacao directa,
de acordo com o tipo de glioma.

Amostras estudadas

Tipo

R Astrocitomas Oligodendrogliomas Mistos Ependimoma Total

histolégico

N° amostras 16 2 7 128
. 103

analisadas
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4.2.2 Analise de mutacdes nos genes IDH1 e IDHZSpquenciacdo directa

A pesquisa de mutacdes efectuou-se por amplificagdPCR do exao 4, dos
genedDH1 eIDH2, onde se localizam todas as muta¢fes descrita® at®mento, em
gliomas. Desta forma, foram obtidos fragmentos d¢éADcom 252 pb pardDH1
(Figura 18-A)e fragmentos de DNA com 281 pb pdB2H2 (Figura 18-B), cujos
produtos resultantes foram visualizados num gelgégose a 2%, corado com brometo
de etideo (0,5 pg/ml) (descrito &.2.5.

e

Amostras Controlo Branco

Figura 18 — Separacao por electroforese dos produtos raesesdtala amplificacdo do exdo 4 do gene
IDH1 (A) e do genéDH2 (B).

Tal como descrito eri.4.2.2 quando a amplificacdo néo foi possivel, devido ao
DNA estar degradado, como aconteceu com algumastamdncluidas em parafina,
utilizaram-se outroprimers (descritos na Tabela 5), dimimuindo assim o taroalds
produtos amplificados para 133 pb e 198 pb, pager®IDH1 e para o gendbH2,

respectivamente.
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Os produtos amplificados por PCR foram sequencjatddscomo descrito em
3.4.2.7 Os resultados da sequenciacao foram devidameratiéesados, utilizando o
softwareSequenchewersao 9.4, com o objectivo de identificar possimutacdes nas
regides estudadas destes genes. Exemplos de desubifatidos para os dois genes estédo

representados nos electroferogramas (Figura 19).

40 50 60 70 i
GOTAALACCTATCATCATAGGTCGTCATGCTTATG GGGATCAAGTA
—

a0 60 Fil a0 a0
yGETAASACCT AT CAT CATAGGT CATCAT GCTTAT GGGGATCAAGTAS
—

A B
Codéo 132 normal — genédDH1 Codao 132 mutado: R132H — geni®H1

130 140 150 160 170
GGACCARGCCCATCACCATTGGCAGGCACGCCCATGGCGACCAGG TAGG
—

C
Cod&o 172 normal — genédDH2

Figura 19 — A) Electroferograma representativo da seque#oiatp codao 132, do exao 4, do gene
IDH1. A amostra representada em A, apresentava o camfémal (CGT). B) A amostra representada em

B apresentava mutacao (R132H) no coddo 132, do Ifeg. C) Electroferograma representativo da
sequenciacao do codao 172, do exao 4, do lix2. A amostra representada em C apresentava o codao
normal (AGG).
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4.2.3 AlteragOes genéticas identificadas nos genes IDHIH?

Os resultados, obtidos por Sequenciacdo directd2taamostras em estudo para
os gene$DH1 eIDH2, estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14— Resultados obtidos por Sequenciacdo directagzagene$DH1 e IDH2, de acordo com os
diferentes subtipos histoldgicos de gliomas. Oserasrepresentam a totalidade de individuos nois qua
foram observadas mutacgdes.
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Presenca de mutacatDH1
Arg132His 2 1 5 1 3 1 2
Argl32Ser _ 1 - -
Argl32Leu _ 1 -
Presenca de mutagatDH2
Total dalszgmostras 3 6 2 92 3 12 3 3 1 3

Através da Tabela 14 foi possivel observar quepapaulacdo em estudo, foram
identificados 17 doentes com mutagdo no codao d@2xxé&o 4, do gendH1. De
notar que, as mutagbes foram observadas em astnast (grau I, 1l e IV), em
oligodendrogliomas (grau 1l e Ill) e em gliomas toss(grau Il e 1ll). Porém, ndo se
identificou qualquer mutacdo em ependimoma (graai lll) ou astrocitoma pilocitico
(grau I).

Considerando que, tumores com auséncia de mutacéodédo 132 do exéao 4, do
genelDH1, poderiam conter mutacfes no coddo 172, do exdm 4enelDH2 [9],

sequenciaram-se as 128 amostras, mas nenhuma mdbagéentificada emDH2.

Estudo de marcadores de diagndstico e progndsticgliemas 62



Resultados e Discusséao

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos pamwusdlwa e colaboradores, pois
também nd&o identificaram qualquer mutagdo nestédccadhs 367 amostras de
glioblastomas analisadas [11]. J& em 2010, tambam dén Bent, identificou apenas
um doente com mutacad®H2, numa populacdo constituida por 157 doentes com
oligodendrogliomas anaplasicos ou com oligoastatits anaplasicos [155]. Assim, 0s
resultados obtidos neste Projecto, associados c®nestudos acima mencionados
permitem comprovar que mutacdes no codao 172, de |§¢i2 sdo, de facto, muito
raras em relacéo as que ocorrem no codao 132,nedjel.

Das cinco mutacgfes diferentes descritas para este [, 9, 102, 156], foram
encontradas, no presente trabalho, trés mutac8énstas, nesta populacéo. Todas as
mutacOes identificadas foram em heterozigotia, dgde, apenas um alelo estava
alterado. Também as mutacdes identificadas negtalgio foranmissensguma vez
que a alteracdo de um Unico nucledtido (395G>A,C3% e 395G>T) conduziu a
alteracdo do aminoéacido codificado (R132H, R13Z8182L, respectivamente). Estas
observacdes estdo de acordo com o publicado pos\autores, em 2009 e 2010 [102,
155, 156]. Pela Figura 19, verificou-se que a nédagais frequente foi a R132H
(88%) comparativamente as mutacées R132S e R13@ pcorreram apenas em 6%

dos casos (Figura 20).

100% -

80% A

60% -

40% 1

20% -

0% -
R132H R132S R132L

|I Frequéncig 88% 6% 6%

Figura 20 — Frequéncia das diferentes mutac6es encontradesddio 132, do exéo 4, do gdébéil, na
populacdo em estudo.

Um estudo avaliado por Sanson (2009) envolvendo di#htes com gliomas
descreveu, para as mutagoes aqui identificadagjéneias semelhantes: 89% R132H,
2% R132S e 1,3% R132L [102].
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E de notar que, n&o foi possivel confirmar a preselas mutacbes R132S e R132L
por um segundo PCR, de acordo com o procedimetituabdo laboratorio, devido a
pouca quantidade de DNA existente.

A presenca de mutacdo no geébéll tem sido descrita como um bom marcador
molecular a ser usado na distingdo entre gliobteaso primarios e glioblastomas
secundarios [43, 106]. No presente Projecto, psudoentes estudados, verificou-se que
100% dos glioblastomas secundarios (tumores qugrguimam de gliomas de baixo
grau para gliomas de alto grau) apresentaram nutag&odao 132, do exao 4, do gene
IDH1 ao contrario dos glioblastomas primarios (tumayae se apresentaram desde
inicio como glioblastomas de alto grau) em que #agdio foi identificada em apenas
1% dos casos (Figura 21).

100% 1
80% -
60% 1
40% -

20% -

0% -

|IFreq uéncia 1% 100%

Glioblastomas primarios Glioblastomas secundarios

Figura 21 — Distribuicao de mutacdé®H1 em glioblastomas primarios e secundarios.

A distincdo entre estes dois tipos de glioblastoatagsvés da identificacdo de
mutacdo no gendDH1 foi estatisticamente significativap<€0,0001). Assim, a
implementacdo deste novo marcador molecular pogjeidar a distinguir estes dois
tipos de tumor, quando a analise histolégica néafiéente. Os resultados obtidos estéo
de acordo com estudos ja publicados envolvenda®pimpulacdes em que a presenca
de mutacbes em glioblastomas secundarios, foi 8le & de 82% [8, 102]. A presenca
frequente de mutacdes em glioblastomas secundériassua quase auséncia em
glioblastomas primarios reforcam a ideia de quesapdas semelhancas histologicas
gue sao observadas, estes dois subtipos tumomigesteticamente e clinicamente

entidades distintas.

Estudo de marcadores de diagndstico e progndsticgliemas 64



Resultados e Discusséao

Importa também dizer, que o glioblastoma com muagd genelDH1
diagnosticado como primario, poderia, rapidametde,progredido de uma lesdo de
baixo grau que, clinicamente, ndo tivesse sidondisiicada. A presenca de mutacdes
IDH1 em todos os glioblastomas secundarios analisadyperes que foi realizado um
diagnostico atempadamente, permitindo identifieabés de mais baixo grau antes de
terem progredido para lesdes de alto grau. A iflemtfo destas mutacdes no
desenvolvimento precoce destes tumores permitird @@icos realizarem um
acompanhamento mais vigiado e controlado do doen&ntando-o, logo que possivel,
para terapias que possam impedir o desenvolvimelestes tumores tentando
proporcionar um aumento da sobrevida destes doentes

Também nesta populacdo, verificou-se que 25% dasmgs de grau Il
(astrocitomas difusos, oligodendrogliomas e oligoagtomas) e 26% dos gliomas de
grau lll (astrocitomas anaplasicos, oligodendraghs anaplasicos e oligoastrocitomas
anaplasicos) apresentavam mutacdo. E possivel si@s éumores com mutacgio
progridam para tumores de grau mais elevado e assi@ identificacdo num estadio
precoce podera ser util ao clinico para o acompaeht destes doentes, tentando
melhorar o seu progndstico mediante diferentestésfias terapéuticas.

Alguns autores tém sugerido que, a identificac&iademutacdes também pode
ser um bom marcador para distinguir astrocitombxcipicos (grau I) de astrocitomas
difusos (grau Il) quando a histologia é dubia [10Bpr isso, a possibilidade deste
marcador molecular ser Gtil na distincdo destedimad) foi também testada nesta
populacdo. No entanto, devido, provavelmente, @wzido nimero de doentes em
estudo, com estes subtipos tumorais (n = 3, aBiroas pilociticos e n = 6,
astrocitomas difusos), os resultados obtidos n&anfcestatisticamente significativos.
Contudo, verificou-se que nenhum astrocitoma filmciapresentou mutacdo e que
33% dos astrocitomas difusos tinham mutadl. De notar que a frequéncia obtida
para astrocitomas de grau |l foi mais baixa do @wescrita na literatura, ja que, Yan
(2009) observou uma frequéncia superior a 70%. BamhVatanabe (2009) verificou
que 88% dos astrocitomas de grau Il tinham mutHgBid. Assim, a importancia deste
marcador para diferenciar tumores astrociticosaibeobgrau ainda necessita de estudos
adicionais mas, em casos de duavida, na histolog@end ser utilizado como um

marcador complementar.
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A idade média no diagndstico dos individuos corare mutacao esta indicada na
Tabela 15. Os doentes com mutadabll foram diagnosticados em idade mais novas

(em média, 13 anos) do que aqueles que ndo apreasnimutacaop(= 0,001).

Tabela 15— Média de idade no diagnostico dos doentes cotagéio e sem mutagéo.

Média de idade no diagnostico + desvio padrao (gnos

Mutacéo IDH1 Sem mutacdo IDH1
46+14 59+15

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de a@omh o descrito em varios
estudos publicados [7-9, 103Ror exemplo, Ichimura e colaboradores (2009),
observaram que a média de idades no diagnésticdaimdes com glioblastomas com
mutacao foi de 41 anos e que os doentes sem mutagao diagnosticados, em meédia,
aos 56 anos [156].

4.2 .4Andlise da sobrevida

A curva deKaplan-Meierfoi efectuada para observar diferencas na solaerntre
os doentes com mutagéo e sem mutacao (Figura 22).

A presenga de mutacdd®H1 foi associada com o aumento da sobrevida
(p<0,0001). Verificou-se que, os doentes com mutapZem, em media, mais tempo

do que os doentes sem mutacao (69+4 meses e 1%&3 mespectivamente).
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Sobrevivéncia cumulativa
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Sobrevivéncia global (meses)

Figura 22 — Curva deKaplan-Meiercomparando a sobrevida dos doentes que apresentauéacao
IDH1 e dos que ndo apresentavam mutacao.
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Este efeito das muta¢cGH3H1 no prognostico dos doentes tem sido estudado por
varios autores, segundo o0s quais, a sobrevida destes com mutagdo parece ser
significativamente maior do que a dos doentes satagéo [102, 157].

Apesar de, no presente estudo, o aumento de sdarem doentes com mutacao
parecer ndo estar relacionado com o tipo de tratemespecifico, verificou-se que os
doentes tratados com agentes alquilantes sobrawiverais tempo do que os doentes
sem tratamento (81+32s 52+34 meses, respectivamente). Os doentes quen fora
submetidos a radioterapia de dose total de 60 @&y tiveram um aumento de
sobrevida, comparativamente aos que foram subnseidadioterapia de dose total de
30 Gy (100+38 meses e 14+11 meses), no entantes gslores ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas.

Assim, para a populacdo estudada neste Projepi@sanca de mutacdo no gene
IDH1 mostrou ser um bom marcador de diagnostico patinguir glioblastomas
primérios de secundérios. Em casos de duvidas @sarhistoldgica, eventualmente,
este marcador podera ajudar a diferenciar tumatescitarios de baixo grau (grau | e
II), no entanto, estudos adicionais sdo ainda aces. A associacdo destas mutacoes
a um prognéstico mais favoravel e a idades maisopes também foi verificada nesta
populacao. Isto permitira aos clinicos um acompargmao controlado da progresséo da
doenca e a atribuicdo de um progndstico diferemiiee ®@s doentes com esta alteracao e
0S que a nao tém. Pelos motivos expostos, seraantée a identificacdo destas

mutacdes em rotina hospitalar.
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4.2 5Avaliacdes adicionais

Ao longo da realizagéo deste Projecto houve opwmidwle de explorar algumas
avaliacdes adicionais, relativamente aos objectm@viamente definidos, e que se

descrevem em seguida.

4.2.5.1 Andlise genética a nivel somatico e germina

Em 12, dos 17 individuos que apresentavam mutag&genelDH1, em tecido
tumoral, foi possivel realizar a pesquisa de m@agdo DNA extraido de sangue
periférico, de forma a demonstrar também, no ptesestudo, que a ocorréncia destas
mutacbes acontece a nivel somatico. Exemplo ilistrados resultados obtidos
encontra-se na Figura 23.

50 60 70 80 90 50 60 o 80
SGETAAAACCT AT T CATAGGT CATCAT GCTTAT G GGGATC A | GTAAAMCT AT CAT CATAGGTOGTCATGCTTATG GGGATCAM
— —

Tecido tumoral Sangue periférico

Figura 23 — Electroferogramas representativos da sequemcidg&odio 132 do genBH1 a partir de
DNA extraido de tecido tumoral e sangue periférico.

Em todos os casos estudados, verificou-se que &s;d®$ ocorreram apenas a
nivel do tecido tumoral e ndo estavam presentesmngue periférico, tal como descrito

por Sanson e também por Ichimura (2009) [102, 156].
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4.2.5.2Reprodutibilidade da técnica: amostras parafingdexsido fresco

Apesar do DNA extraido de tecido fresco apresemtaruma maneira geral,
melhores resultados nos varios procedimentos lar@s do que o material
parafinado, sdo as amostras em parafina que esiBoatessiveis, quando se fazem
estudos retrospectivos envolvendo este tipo de resnd\ssim, no presente Projecto,
também houve a oportunidade de testar a reprolidéithe dos resultados de
sequenciacdo nestes dois tipos de amostras, ajasemptimizando protocolos que
poderdo ser validados em estudos posteriores @msenplementados como rotina
hospitalar. Para isso, sequenciaram-se 10 amadgrascido fresco e 10 amostras de
parafina, correspondentes aos mesmos individuos celkeitas feitas no mesmo
momento da cirurgia. Em 9 das 10 amostras estudadasesultados obtidos foram
reprodutiveis. Neste grupo, foi possivel identifidaamostras que, tanto em tecido
fresco, como em tecido parafinado, apresentavanagdes no gendDH1, enquanto
que, em 5 amostras ndo se identificou qualquerdgpmutacdo em ambos os tecidos.
Porém, obtiveram-se resultados discrepantes eméarela uma amostra, dado que se
verificou mutacdo em tecido fresco mas ndo em depatafina. Isto pode dever-se,
eventualmente, a presenca de células normais mm ke parafina analisado. No
entanto, era esperado que esta amostra tivesseduolid&l1, dado que se tratava de um
glioblastoma secundario (tumor que progrediu de lesdo de baixo grau para alto
grau) e que a segunda recidiva também apresentategdon. Segundo a literatura, este
tipo de mutacdes ocorrem no desenvolvimento indaadloenca [9].

Através deste estudo, pode-se observar que a Skgcém € uma técnica
exequivel, tanto para amostras de DNA extraidoed&dd fresco como de tecido
incluido em parafina. Assim, serd viavel a impletagiio deste marcador num
laboratorio de rotina, mesmo quando as amostrgmmiigeis sdo apenas de tecido

parafinado.

Estudo de marcadores de diagndstico e progndsticgliemas 69



Resultados e Discusséao

4.3 Avaliagéo da hipermetilagdo da regido promotata gene MGMT

4.3.1 Amostras estudadas

No presente trabalho, avaliou-se a hipermetilagioegiao promotora do gene
MGMT em 38 amostras tumorais de doentes com difergptesde gliomas, atraves de
trés kits de MS-MLPA ja anteriormente descritosbdla 8).

Relativamente a histologia das amostras tumorsigiadas, verificou-se que os
astrocitomas foram o tipo de glioma mais frequé@ie5%) e que o0s restantes grupos
foram poucos representativos (Tabela 16). A podwlastudada foi constituida por 25
individuos do género masculino e por 13 individdogénero feminino, sendo a média

de idade no diagnéstico de 57+16 anos.

Tabela 16-Distribuicdo das amostras tumorais em estudo guadbse por MS-MLPA, de acordo
com o tipo de glioma.

Amostras estudadas

. T|p,0. Astrocitomas Oligodendrogliomas Mistos Ependimoma Total
histolégico
N° amostras 4 1 2 38
. 31
analisadas
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4.3.2 Andlise da hipermetilacdo da regido promotd@gene MGMT por MS-
MLPA

A avaliacdo do estado de hipermetilacdo da regi@mgtora do gen®GMT foi
efectuada, inicialmente, através de dois kits geoi foram descontinuados, mas a
avaliacdo prossegiu através de um terceiro kit sgugiu no decorrer deste Projecto
(como descrito er3.4.3.

Para cada doente analisaram-se dois electroferagradgm deles foi resultado de
uma reaccdo de PCR apds hidrélise com a enzimasiecéo, sensivel a metilacdo
(Hhal) e o outro foi o resultado de uma reaccao quefoéigujeita a hidrolise pela
enzima de restricdo, conforme o procedimento descem 3.4.3.1 Os
electroferogramas de todos os doentes em estudom fanalisados relativamente aos
fragmentos controlo e foram identificadas as sorlageferéncia, para garantir o
sucesso da reaccdo, nomeadamente, ao nivel ddutaséa e da ligacdo. De seguida,
avaliou-se, simultaneamente, o estado de hipeag&tldos varios dinucleétidos CpG
especificos da regido promotora do ght@MT. Em cada electroferograma analisado,
observaram-se 0s picos correspondentes as sonmasfieas para as regidbes CpG deste
gene (Tabela 9). Sinteticamente, nesta pré-anaksiicou-se que 0s picos relativos as
sondas de interesse se mantinham ou diminuiam cangmaos dois electroferogramas
obtidos e correspondentes a cada individuo.

Exemplos ilustrativos dos resultados de electraforeapilar obtidos com os
diferentes kits de MS-MLPA utilizados, estéo reprgados na Figura 24.
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-l Exemplo 1 — Kit MEO11A1, sem hidrélise com a enzimélhal

\ A
“““““ " Exemplo 1 — Kit MEO11A1, com hidrélise com a enziméihal

v

y
|

nnnnn

o Exemplg 2 — Kit h;I“EOOZBl,ﬂ,Dsem hidr?)lise com":':l enzir’rﬁﬁal

- ' ‘
Ll Lol

| Exemplo 2 — Kit MEOO2B1, com hidrélise com a enzimblhal

w0
s
w0
0
a0
a0
o
0
00 |
o
, o N I\ J}L
0 w0 £ B a0 @ a0

n

5

g
nnnnn

nnnnn

nnnnn
nnnnn
nnnnn

nnnnn

nnnnn

2 = 2 5 -

a0
00 I

LS L L

Figura 24 — Resultados das electroforeses capilares por MBAutilizando os kits: ME0O11A1
(Exemplo 1), MEOO2B1 (Exemplo 2) e MEO11B1 (Exemf)o Exemplos representativos dos padrdes
dos picos de amostras ndo sujeitas a hidrélise amiestras submetidas a hidrélise pela enzithal,
consoante o kit utilizado. Os picos correspondeagesondas que hibridam em regides CpG da regiéo
promotora do gen®IGMT estéo identificados por setas.
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A percentagem de hipermetilacdo foi calculada pelsdo das areas dos picos
normalizados das amostras metiladas (sujeitas ralisiel pela enzima), pela area dos
picos normalizados das amostras ndo metiladass{rjégas a hidrolise pela enzima de

restricdo), recorrendo a um software apropriadm¢cdescrito en3.4.3.)).

Estudo de marcadores de diagnéstico e progndstiogliemas 72



Resultados e Discusséao

Para cada doente, calculou-se a média dos valbtiel® para todas as sondas em
estudo para a regidao promotora do g&ém@MT, de acordo com o procedimento
adoptado por Jeuken e colaboradores, em 2007 [O&tut-offs definidos foram,
também, de acordo com os adoptados por este aiddi.[Assim, auséncia de
hipermetilacdo foi considerada quando a média dawlas foi inferior a 25%,
hipermetilacdo média foi observada quando a méaissdndas esteve entre 25% e 49%
e hipermetilacdo moderada verificou-se quando aardgab sondas esteve entre 50% e

74%. Nenhum doente revelou hipermetilacdo extern&sf).

4.3.3 Alteracdes epigenéticas observadas no gene MG

Em 9 amostras, tal como é possivel observar atrd@éBabela 179 estado de
hipermetilacdo da regido promotora foi analisadlizahdo dois kits de MS-MLPA,
nomeadamente, o MEO11Al1 e MEOO2B1, disponiveisnicio deste estudo e que
depois foram descontinuados. Assim, para estesithais foram utilizados estes dois
kits de forma a aumentar a informatividade do estdd hipermetilacdo da regiao
promotora do gene, uma vez que, o primeiro tinkarélas e o segundo tinha apenas 2,
sendo uma delas (sonda 5670-L5146*) comum ao dittr@s resultados obtidos para

estes doentes encontram-se descritos na Tabela 17.

Tabela 17— Resultado do estado de hipermetilagdo para réesv@ondas especificas do géneMT,
utilizando os kits MEO11A1 e MEOO2B1.

Classificacao Kit MEO11A1 Kit MEO02B1
histolgica da
amostra tumoral Sonda Sonda Sonda Sonda Sonda Média
2239-L1261 5670-L5146*  7188-L5144 5670- L5146* 13716-L15582
GBM 0,48 0,05 0,08 0,18 0,00 0,16
GBM 0,13 0,10 0,14 0,09 0,03 0,10
Oligodendroglioma
anaplasico 0,55 0,53 0,77 0,57 0,57 0,60
GBM 0,15 0,10 0,04 0,15 0,14 0,12
Oligodendroglioma
anaplasico 0,75 0,50 0,54 0,50 0,08 0,47
GBM 0,34 0,48 0,16 0,44 0,06 0,30
Ependimoma
anaplasico 0,27 0,21 0,03 0,07 0,08 0,13
Astrocitoma difuso 0,55 0,26 0,05 0,03 0,02 0,18
GBM 0,10 0,38 0,52 0,15 0,62 0,35
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De notar que, 5 destes 9 casos foram efectuadasigivado, tendo-se verificado
resultados reprodutiveis. Por falta de tempo, rdopbssivel fazer duplicados das
experiéncias realizadas como recomendado na litarft58], no entanto, este sera um
dos objectivos futuros deste trabalho.

Para as restantes 29 amostras, a hipermetilagdavédiada utilizando o kit
MEOQO11B1, constituido por 6 sondas para a regidmptora do gene em estudo (Tabela
18).
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Tabela 18— Resultado do estado de hipermetilacdo das diwessndas especificas do géne&MT,

utilizando o kit MEO11B1.

Classificacao

Kit MEO11B1

ms“’t'régtiﬁ; d‘:‘al Sonda 14136- Sonda 05670- Sonda 13716 Sonda 12250- Sonda 14133- Sonda 14135- ™Meédia
GG, L12791 L14276 15582 L14205 L15736 L16573
GBM 048 0,06 0,03 0,22 0,04 0,70 0.26
GEM 0 0,03 0 0,07 0,05 0,14 0,06
GEM 0,02 01 0 0,05 013 0,12 0,07
Ependimoma
anaplasico 0,06 0,05 0 0,04 0,05 0,06 0,04
GBM 037 0,05 021 023 014 0,58 0.26
GEM 0,02 0,02 0,07 0,17 013 071 0,19
GEM 0,06 0,02 0,02 0,02 0,10 0,07 0,05
Ependimoma
anaplasico 0,35 0,72 0,02 0,57 1,15 0,34 0,53
GBM 077 046 0,05 0,18 026 0,46 036
GEM 0,42 0,06 0,04 0,19 0,49 0.28 0.25
GBM 0,03 0,07 0,05 0,04 0,68 041 021
Oligodendroglioma
anaplasico 0,23 0,09 0,14 0,64 0,2 1,05 0,40
GBM 033 051 0.26 0,43 036 034 037
GEM 037 0,65 0,42 0,62 0,50 0,60 053
GBM 016 0,35 0,19 0,37 0,30 027 027
GBM 0,42 021 030 0,16 0,18 0,90 036
GEM 0,64 0,04 0,04 0,12 0,15 0,40 023
GBM 0,04 0,40 0,10 0,40 0,17 0,53 027
GBM 037 0,05 022 0,27 0,45 028 0.27
GEM 0,08 027 033 0,14 0,20 0,58 0,27
GBM 0 0,65 041 0,31 0,27 0,77 0,40
GBM 0,19 0.16 0,09 023 0,07 0,08 0,14
GEM 0 0,04 031 0,40 018 023 0,19
GBM 038 0,90 0,38 0,73 0,67 0,48 0,59
GBM 0.30 0.24 057 0,52 036 077 0.46
GEM 036 012 037 0,29 0,32 0,60 0,34
GBM 0.21 034 0.14 0,24 0,77 077 0,41
GBM 0,44 077 051 0,56 0,54 0,48 0,55
Oligodendroglioma
anaplasico 0,39 0,44 0,35 0,62 0,59 0,99 0,56
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Durante a realizacdo deste Projecto, houve tambépodunidade de estudar a
reprodutibilidade da técnica. Para isso, efect@wwsMS-MLPA, recorrendo a 9
amostras de DNA de tecido tumoral fresco, compacado amostras de DNA de tecido
tumoral parafinado dos mesmos doentes. Resultagosdutiveis foram verificados em
geral, ou seja, quando uma sonda se apresentoadaetu ndo metilada para o tecido
fresco, 0 mesmo aconteceu para o tecido parafifddcentanto, para um dos casos,
observou-se uma ligeira diferenca do estado derhgidacdo da regido promotora do
geneMGMT, facto que pode ser explicado pela presenca déaséhormais numa das
porcdes de tecido tumoral estudada, uma vez queyrés cerebrais, se caracterizam
por serem bastante infiltrativos. Outra potenciqllieacdo para esta variabilidade é a
metilacdo numa pequena proporcao de células mal{§52-161].

Também no decorrer desta avaliagdo, houve amaostiagdas em parafina cujos
resultados foram excluidos, devido ao DNA extralddlocos de parafina se encontrar
degradado e as sondas nao conseguirem hibridar.

Para um individuo participante neste estudo, pi&m do tecido tumoral (tecido
fresco e tecido incluido em parafina) avaliou-seli@m a hipermetilagdo em sangue
periférico. Verificou-se que a nivel do tecido tualceste individuo apresentava uma
hipermetilacdo moderada, 55% e 59%, respectivanpari tecido fresco e parafina,
enquanto, ao nivel do sangue periférico, se vetif@muséncia de hipermetilacdo, 6%, o
que esta de acordo com o esperado.

Os resultados obtidos por MS-MLPA para as 38 ammssstudadas, encontram-

se apresentados, na Tabela 19.
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Tabela 19 — Resultados obtidos por MS-MLPA para avaliar tads de hipermetilacdo da regiéo
promotora do gen®IGMT, de acordo com os diferentes subtipos de glio@asiimeros representam a
totalidade de individuos nos quais foram observattasacdes epigenéticas.
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De acordo com a Tabela 19 e com aost-offs definidos por Jeuken e
colaboradores (2007), verificou-se que, em 30 Hgtbmas (GBM) analisados, 10 néo
apresentaram hipermetilacdo da regidao promotorgede em estudo, 17 apresentaram
hipermetilacdo média e 3 apresentaram hipermetilacihoderada. Em
oligodendrogliomas anaplasicos, 2 apresentaranmrhgigacao meédia e 2 apresentaram
hipermetilagdo moderada. Por sua vez, o astrocitdf#so e os ependimomas
anaplasicos que entraram neste estudo, nenhum alesentou hipermetilagdo. O
anico caso de oligoastrocitoma que se estudoulowvwana hipermetilacdo moderada
para a regido promotora em estudo. E importantzirajue, o grupo de doentes foi
heterogéneo, incluindo glioblastomas primariosaaiséarios, os quais foram sujeitos a
diferentes tipos de cirurgia e a diferentes tratdose

Porque o subtipo de tumor glioblastoma foi o mamresentativo na populacéo
estudada, restringiu-se a avaliacdo a estes tumbratm-se de tumores de alto grau,
geralmente submetidos a tratamentos por agenteslaalgs, podendo, por isso,

beneficiar desta alteracdo epigenética [14, 162yi0¢ estudos demonstraram que a
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inactivacao do gen®IGMT pela hipermetilacdo da regido promotora parecesatana

sensibilidade dos tumores a quimioterapia com agentalquilantes e,
consequentemente, contribuir para uma melhoria nogndstico dos doentes com
gliomas [15, 163-165]. Contudo, ha outros estudiogcos que questionam a verdadeira
implicacdo do MGMT como marcador de prognosticopoeditivo da quimioterapia
com agentes alquilantes [163, 165, 166].

De acordo com os resultados obtidos, verificouse, 3% dos doentes com
glioblastomas ndo apresentavam a regido promotmrgedeMGMT metilada e 67%
dos doentes com glioblastomas apresentavam higkrgdet média ou moderada.

Nenhum doente no estudo apresentou hipermetilagéonsa (Figura 25).

60% -
40% A
20% -
Hipermetilacdo | Hipermetilagdo | Hipermetilagdo | Hipermetilagédo
ausente média moderada Extensa
[mFrequenciz 33% 57% 10% 0%

Figura 25 — Distribuicdo do estado de hipermetilacdo daaegiromotora do gen®GMT em
glioblastomas.

De notar que, frequéncias relativamente semelhdoteasn encontradas para a
populacdo estudada por Jeuken, em 2007, nomeadand&® dos individuos nao
apresentavam hipermetilacdo e 55% apresentavamt@pkiacdo média, moderada ou
extensa. Também, Hegi (2005), Cankovic (2007) elika®009), consideraram que 0
silenciamento epigenético causado pela hipermétlata regido promotora do gene
MGMT esteve presente em 40%-50% dos glioblastomas 1664,168].

Curiosamente, em tumores oligodendrogliais tém{ssewado também uma
frequéncia elevada de hipermetilacdo na regido giana do gendMGMT [147, 169].
No entanto, para esta populacdo foram apenas dswdatumores oligodendrogliais
(grau 1), os quais apresentavam uma hipermetlan@&dia ou moderada. Apesar da
amostragem ser reduzida, estes resultados est@ood# com o observado por Yang,
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em 2009. Este autor verificou que, em 19 oligodegidymas anaplasicos que analisou,
todos eles estavam hipermetilados, tendo concluip® todos os tumores
oligodendrogliais de alto grau (grau lll) apreseata a regido promotora ddGMT
hipermetilado. Mollemann e colaboradores tambémcimsam a hipermetilagcdo deste
gene a sua baixa ou ausente expressao em tumigredeoldrogliais e verificaram que,
88% destes tumores estavam metilados [169]. Apdaapopulacdo estudada no
presente Projecto ndo ser constituida por oligadgfidmas de grau Il, foi observado
por Esteller, uma frequéncia de hipermetilacdo rbaiga (31%) para estes tumores,
comparativamente aos oligodendrogliomas anapladigasu 11l) [170]. Assim, foi
sugerido que, a hipermetilacdo 8GMT é uma alteracdo tardia na progressdo de
oligodendrogliomas [171]. Estudos futuros, nomeagtgm nesta populacdo de doentes
dos HUC, poderao ajudar a comprovar esta hipoétese.

Em relagdo a idade, ndo se observou uma relacatsesamente significativa
entre o estado de hipermetilacdo da regido promatorgeneMGMT e a média de
idade no diagnéstico (Tabela 20), contrariamentelagervado por Mollemann que

sugeriu que a hipermetilacdo € mais frequente diiduos mais velhos [169].

Tabela 20— Médias de idade no diagnéstico dos doentes diotlastomas consoante o estado
de hipermetilacdo da regido promotora do gd@MT.

Média de idade no diagndstico + desvio padrédo (gnos

Hipermetilacdo ausente Hipermetilagcao presente

61+12 62+11

4.3.4 Analise da sobrevida

Vérios autores tém referido que a inactivacao deGMT pela hipermetilacdo
da regido promotora parece aumentar a sensibilidasgumores a quimioterapia com
agentes alquilantes, contribuindo deste modo para mnelhoria no progndstico dos

doentes com gliomas [172-175].
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Numa primeira fase deste estudo, analisou-se arnh@gbacdo da regiao
promotora do genkIGMT, independentemente de os doentes terem feitoneata, ou
nao. Nesta fase, ndo se observou uma relacdosBetatiente significativa entre a
sobrevida dos doentes que apresentavam a regiaoojfm@ do geneMGMT
hipermetilada e a sobrevida dos doentes que nésepavam esta regido hipermetilada

(8+x1vs6+1 meses, respectivamente) (Figura 26).

It

0864

Hipermetilacio presente
0,44

Sobrevivéneia cunulativa

Hipermetilagio ausente —

004
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0 5 10 15 20 25

Sobrevivéncia global (meses)

Figura 26 — Curva deKaplan-Meierpara doentes com glioblastomas comparando a sdardgs
doentes com hipermetilacdo da regido promotora elwe IGMT e dos doentes sem esta regido
hipermetilada.

No entanto e tendo em conta o referido na liteaatarhipermetilagdo da regiédo
promotora do gen®GMT podera ser um factor vantajoso mas para os doguotes
fazem tratamento por quimioterapia [14, 163, 17G]1

No presente estudo, estratificou-se a analise temdoconta o tratamento com
quimioterapia/radioterapia. Nesta situacéo, verifise uma associacdo estatisticamente
significativa entre a existéncia de hipermetilagdcatamento e a sobrevida dos doentes
(p<0,001).Confirmou-se que, os doentes que apresentavamam ni@gmotora do gene
MGMT hipermetilada e que foram sujeitos a tratamentgjuimdo por agentes
alquilantes, apresentaram uma sobrevida maior (ffes2ys5+1 meses) (Figura 27).
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Figura 27 — Curva d&Kaplan-Meierpara doentes com glioblastomas e com a regidoqiovendo
gene MGMT hipermetilada, comparando a sobrevida dos doentes rfio foram submetidos a
quimioterapia com a sobrevida dos doentes queanrfor

Deste modo, a avaliacdo da hipermetilacdo da rqgi@motora do genMGMT
podera ser util como marcador preditivo da respadgsatumores a quimioterapia. A sua
implementacdo num laboratério de rotina poderaefmen informacdes importantes ao
clinico ao nivel das decisGes terapéuticas maiguadias para cada doente. Assim, a
guimioterapia mediada pelos agentes alquilantesrpodpenas ser incorporada no
regime de tratamento para os doentes que apresentegido promotora do gene
MGMT hipermetilada. Doentes sem esta regido hiperrdatilaevelam menos
probabilidade de terem beneficios terapéuticos est®s agentes e, por isso, ndo sera
indicado, para 0os mesmos, 0 tratamento por quinaipi® evitando-se, assim, a

toxicidade hematopoiética provocada por estesnieéos.
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5. Conclusoes e Perspectivas Futuras

Nas ultimas décadas, multiplas tém sido as altesigfentificadas, quer genéticas
qguer epigenéticas, associadas ao desenvolvimeptogeessao de gliomas, que tém
contribuido para o esclarecimento dos mecanismdsamares inerentes a formacao
destes tumores. E importante referir que, compeseagatogénese da doenca € crucial
para a criagdo de estratégias eficazes no diagapptiognostico e controlo da doenca.

No entanto, apesar dos avancos tecnolégicos, quaival da neuroimagem, quer
das técnicas cirdrgicas, histologicas e das vangdes de tratamento disponiveis, 0
prognoéstico dos doentes com gliomas continua anséo reservado. Assim, tém sido
investigados, recentemente, novos marcadores m@gaégicos e tem sido avaliada a
sua utilidade em termos do diagndstico, prognostic@lor preditivo de resposta ao
tratamento.

Desta forma, no presente Projecto, a possibiliddde avaliar diferentes
marcadores para um grupo de doentes com diferéptes de gliomas, seguidos nos
HUC, apresentou-se como um grande desafio. Conaesal@céo esperou-se responder
a algumas das perguntas com que os clinicos sevit&to a deparar na sua pratica
diaria, nomeadamente, no acompanhamento destegedaena progressao da doenca.
Também em termos terapéuticos e de prognosticojabagdo destes marcadores
mostrou ser promissora para seleccionar doentespgdessem vir a beneficiar de
diferentes opcdes de tratamento, abrindo-lhes anelg de esperanca.

Foram trés os marcadores que se avaliaram negextera perda alélica 1p/19q,
a presenca de mutacdes nos geDékl e IDH2 e o estado de hipermetilacdo da regiao
promotora do genkIGMT.

As alteracdes cromossomicas, envolvendo as redipes 19g avaliadas neste
Projecto, foram eventos comuns na populacdo dengboestudada. A codeleccdo
1p/19g mostrou ser um bom marcador de diagndstito aigodendrogliomas,
independentemente do grau. Pensa-se que, estumiogsfuque envolvam um maior
namero de individuos com oligodendrogliomas e plortas da codeleccdo poderdo vir
a ser mais informativos em termos de prognoéstiboésada dos doentes.

Assim, a implementacdo deste marcador de diagndptidera ter uma grande

utilidade na rotina de um laboratério de neuropafial, quando a histologia ndo é
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suficiente para a realizacdo de um diagnosticoigedlo entanto, é importante referir

que a codeleccdo 1p/19g ndo deve ser analisada cot@no isolado dado que, no
presente estudo, 28% dos oligodendrogliomas nageéadores da codeleccédo. De
notar que, nos doentes estudados também um nuangaiticativo de glioblastomas
apresentaram a codeleccdo ou a perda isolada delestes regibes cromossomicas.
Em termos futuros pretende-se que, a medida quemzm de doentes estudados for
aumentando, se consiga comparar a sobrevida desp® gle glioblastomas com
deleccédo com o grupo de glioblastomas sem deleccao.

A importancia da implementacdo deste teste comoo ngemplementar de
diagnostico face a analise histolégica e a avaliagiica € reforcada, pelo facto de,
alguns servicos de neurocirurgia ja requereremadiagdo da codeleccdo 1p/19g no
diagndstico dos doentes com tumores oligodendisglia

Através dos resultados obtidos para o segundo d@restudado, pesquisa de
mutacdes no genH1, foi possivel identificar e caracterizar 3 mutagdiferentes
neste gene em 17 doentes portadores de mutacasandognenhuma mutacao foi
identificada no genéDH2. Este marcador foi util na distingdo entre glisbhdanas
primarios e secundarios, 0 que sugere que estassdbitipos tumorais constituem
entidades geneticamente distintas. De notar qoes egis tumores sdo indistinguiveis
histologicamente, dai este marcador ter tido agqupapel preponderante.

Mutacdes no gendéDH1 foram identificadas em doentes diagnosticados, em
meédia, 13 anos mais novos do que os doentes semtagdn. A identificacdo das
mutacdes neste gene podera ajudar o clinico aebstab um progndstico mais
favoravel ao doente pois o estudo revelou sobrsyidem média, mais longas, para
portadores da mutacéo, independentemente do tnattameue foram submetidos.

Também a implementacao deste marcador, a niveltoha hospitalar, parece ser
bastante util, uma vez que, esta analise € exdogiv@ida pois todas as mutacdes
identificadas estao localizadas no codao 132 de il o que implica estudar so6 esta
regido em particular, em termos de diagndstico.déniificacdo de mutacdes em
gliomas de grau Il e lll podera ser relevante feiditarda ao clinico a definicdo de mais
campos de actuacdo terapéutica dado que € espguadestes doentes tenham uma
sobrevida mais longa e uma progressdo da doenca lerda. Também em termos
futuros, a andlise genética deste gene em doemtegliomas podera desempenhar um

papel fulcral na seleccdo de doentes para potemciaisdo em ensaios clinicos onde
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diferentes farmacos poderdo ser testados ou novaBiacdes terapéuticas poeréo ter

lugar enquanto o tumor ainda apresenta um graualigmuade susceptivel de ser de

alguma maneira controlado. Dado que nenhuma mutag@wdéo 172 do genBH2

foi identificada e, ja que, outros estudos tambéfarem que estas mutacdes sdo muito
raras, eventualmente, ndo se justificard a ideatiio desta alteragdo na rotina
hospitalar.

A avaliacao do terceiro marcador, o estudo da mp#lacéo da regido promotora
do geneMGMT, permitiu concluir que uma elevada percentagengladblastomas
apresenta a regiao promotora hipermetilada. Ostél®enm esta regido hipermetilada e
gue foram submetidos a quimioterapia/radioterapeesentaram um aumento de
sobrevida relativamente aqueles que tinham a reg@motora hipermetilada mas nao
foram submetidos a nenhum tipo de tratamento.dstéd de acordo com o esperado,
uma vez que, a hipermetilacdo do gevi&MT, implica uma reduzida ou ausente
expressao proteica. No caso dos glioblastomas,agticydar, este facto trara vantagens
para os doentes sujeitos a tratamento, uma vezagaeséncia desta enzima de
reparacdo, torna 0s tumores mais sensiveis aongata, nomeadamente por agentes
alquilantes. Aos doentes que néo sdo sujeitogartemto, esta alteracdo epigenética so
irA ser prejudicial, dado que, a falta da enzimarefgracdo do DNA, aumenta a
acumulacdo de mutacbes em genes que poderdo sEmidentes na progressao
tumoral, tais como 0s oncogenes e 0s genes su@essmorais.

Conclui-se, portanto, que a implementacado desteadar também podera ser
atil, dado o seu valor preditivo na resposta atamnanto com agentes alquilantes,
permitindo, no futuro, seleccionar os doentes @jans sensiveis a quimioterapia e
orientar os outros doentes para terapias alteagtpotencialmente mais eficazes, dado
que aos agentes alquilantes vao ser resistentesudoo € importante referir que estes
resultados sao preliminares e, por isso, tornageitante alargar o nimero de doentes
com glioblastomas avaliados para este marcadoreatwalmente, alarga-lo a doentes
com oligodendrogliomas, dado que, para estes, @deubém ser vantajoso quando
apresentam esta alteracdo. Seria interessantaiuro,falargar este estudo também aos
tumores secundarios verificando o estado de higéagé&o da regido promotora mesmo
apos tratamentos a que tenham sido sujeitos, anfrgmeira cirugia e a recidiva.
Existem, porém, diferentes aspectos que necesditaser clarificados, nomeadamente:

se existem regides CpG na regido promotora do g3 T mais determinantes para o
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Conclustes Gerais e Perspectivas Futuras
silenciamento do gene e, por isso, mais informatiyoanto a quimiosensibilidade; se

existe umcut-off de hipermetilagéo que se possa definir para ifilgartios doentes que
vao responder ao tratamento por quimioterapia desugie vao ser resistentes e se
existe uma correlacdo positiva entre a percentatgehipermetilacéo e a sobrevida dos
doentes. Também a comparacdo da expressdo danprpt@i imunohistoquimica e o
estado de hipermetilacdo da regido promotora pétodo usado no presente Projecto €
um estudo a ser desenvolvido no futuro.

Em termos clinicos, seria um enorme beneficio pam@oentes com esta patologia
se houvesse possibilidades de criar inibidores &MV que fossem administrados
antes do tratamento com agentes alquilantes comemazolomida, tornando os
tumores mais sensiveis a estes agentes, modekmsilm, a resisténcia.

Numa época de investigacao translacional e de gsaadancos tecnoldgicos e
cientificos é importante ter a capacidade de pmpoar aos doentes os melhores meios
de cuidados de saude. Este facto, inclui a re@zade um diagnéstico preciso, 0 mais
cedo possivel, de forma a prever e controlar o rarstico para cada caso e ainda
personalizar o tipo de tratamento mais adequadficazepara doentes previamente
seleccionados. Assim, através dos resultados ahiielste Projecto, a analise destes trés
marcadores, em laboratorios de rotina, podera rtraaetagens, tanto ao nivel do
diagndstico como do progndstico e, ainda, das desiterapéuticas.
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