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RESUMO

Pinto LW. Correlagdo entre componente oligodendroglial, anormalidades
cromossémicas e prognostico nos glioblastomas. Sdao Paulo; 2007. [Tese de

Doutorado-Fundag¢ao Antonio Prudente].

Glioblastoma ¢ a neoplasia glial mais comum e de maior agressividade nos adultos.
Apesar do tratamento multimodal, o prognéstico ¢ pobre e a média de sobrevida de
menos de 1 ano. O padrdo histologico ¢ bastante variado e uma pequena fracdo
destes tumores pode apresentar um componente oligodendroglial. O significado
clinico da distingdo entre tais tumores e glioblastomas convencionais ainda
permanece desconhecido, mas ja foi sugerido que a presenca do componente
oligodendroglial pode estar associada a uma maior sobrevida. Os estudos
moleculares de glioblastomas com componente oligodendroglial tém mostrado
alteracdes genéticas heterogéneas, com freqiiéncias variadas na literatura de perda de
heterozigosidade em 1p e 19q, alteragdes relacionadas com sobrevida prolongada e
resposta a quimioterapia em tumores oligodendrogliais e que levaram a um interesse
na investigacdo destas alteracdes em outros gliomas. A literatura apresenta dados
controversos ¢ ainda ndo foi possivel estabelecer uma associagdo definitiva entre a
maior sobrevida observada em alguns pacientes e o perfil genético/molecular. O
objetivo deste estudo foi pesquisar as alteragdes cromossOmicas associadas ao
fenotipo oligodendroglial em uma série de 88 glioblastomas, 24 deles com
componente oligodendroglial, utilizando duas técnicas complementares (FISH e
analise quantitativa de microssatélites) para investigacdo de perdas alélicas,
correlacionando os resultados com o progndstico. Os resultados mostraram que
dele¢des nos cromossomos lp e 19q sdo infreqlientes nos glioblastomas com
componente oligodendroglial. Apesar do fendtipo hibrido, o padrdo de alteragdes
genéticas nos cromossomos 1p/19q foi semelhante aquele observado nos
glioblastomas convencionais € ndo mostrou impacto na sobrevida. O presente estudo
também confirmou a relacdo da idade e do tratamento adjuvante com o progndstico

nos pacientes com glioblastomas.



SUMMARY

Pinto LW. [Correlation between oligodendroglial component, genetic
abnormalities and prognosis in glioblastomas]. Sao Paulo; 2007. [Tese de

Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Glioblastoma is the most frequent and aggressive astrocytic tumor in adults. Despite
the multimodal therapy, the prognosis remains poor and the mean survival is of less
than a year. The histology of glioblastomas can be quite variable and a small fraction
of the tumors may present an oligodendroglial component. The clinical significance
of the distinction between these tumors and conventional glioblastomas remains
uncertain, but the presence of an oligodendroglial component has been associated
with longer survival. Molecular genetic studies of glioblastomas with
oligodendroglial component have shown heterogeneous genetic alterations, with a
variable frequency of LOH on chromosomes 1p and 19q. The presence of 1p/19q
deletions has been related to prolonged survival and response to chemotherapy in
oligodendrogliomas and led to a growing interest in search for the same genetic
alterations in other gliomas. At present, literature data is not sufficient to establish a
definite correlation between the longer survivals observed in some patients and the
molecular genetic profile. The aim of this study was to identify chromosomal
alterations related to oligodendrogliomas (1p/19q loss) in a series of 88
glioblastomas, 24 of them with an oligodendroglial component, through quantitative
microsatellite analysis using real time PCR and fluorescent in situ hybridization,
correlating genetic data with prognosis. Deletions on 1p and/or 19q were infrequent
in glioblastomas with oligodendroglial component. Despite the hybrid phenotype
observed, the pattern of genetic changes on chromosomes Ip and 19q wasn’t
different from that usually observed in conventional glioblastomas and showed no
correlation with survival. Our study also confirmed the already known impact of

young age and adjuvant treatment on prognosis.
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1 INTRODUCAO

Glioblastoma (astrocitoma grau IV, OMS) ¢ o tumor cerebral primario mais
comum ¢ de maior agressividade nos adultos, correspondendo a aproximadamente
12% a 15% de todos os tumores intracranianos. Além de ser o glioma mais comum,
representa 50% a 60% dos tumores astrociticos (KLEIHUES et al. 2000). Apesar do
tratamento multimodal, incluindo cirurgia, radioterapia e quimioterapia, o
prognostico dos pacientes com glioblastoma € ruim e o tempo médio de sobrevida de
menos de um ano. Entretanto, alguns pacientes apresentam sobrevida um pouco mais
longa (DONAHUE et al. 1997). O melhor entendimento destes tumores e a
identificacdo de marcadores bioldgicos que permitam subclassifica-los, vao ser

importantes na determina¢do do prognostico e resposta aos tratamentos.

1.1 A ORIGEM CELULAR DOS GLIOMAS

Apesar dos avangos recentes no entendimento dos mecanismos envolvidos na
formagdo e progressdo dos gliomas (entre os quais se inclui o glioblastoma), as
células de origem destas neoplasias ainda permanecem indeterminadas. A maioria
das classificagdes ja propostas para os gliomas tem tradicionalmente postulado que
astrocitomas surgem de astrocitos e oligodendrogliomas de oligodendrocitos, porém
mais recentemente tem sido sugerida a origem a partir de células tronco/progenitoras
neurais (LOUIS 2006; LOUIS et al. 2007). Células com caracteristicas de células

precursoras ja foram identificadas em varios estagios dos gliomas, mas ndo esta claro



ainda qual ¢ a célula inicialmente transformada e quais sdo as vias de sinalizacdo
envolvidas neste processo. O esclarecimento do estagio em que ocorre o bloqueio da
diferenciagdo pode ajudar a definir se os gliomas surgem de células
tronco/progenitoras neurais ou de astrocitos e oligodendrdcitos maduros (FAN et al.
2007). Os modelos experimentais em camundongos mostram diferengas nas
caracteristicas histoldgicas entre os tumores que surgem de células precursoras e
aqueles que surgem de astrocitos maduros, assim como entre células precursoras que
passam por diferentes eventos oncogénicos. Por exemplo, enquanto a superexpressao
de Ras e Akt (proteina quinase B) nas células precursoras produz tumores
astrociticos como os glioblastomas, a superexpressio de PDGF na mesma célula
produz tumores semelhantes a oligodendrogliomas. O entendimento do fenotipo dos
gliomas também deve considerar as observagdes de que os tumores astrociticos estdo
associados com mutagdo do TP53, enquanto os oligodendrogliomas estdo associados
com perda de 1p e 19q. E possivel que astrocitomas e oligodendrogliomas tenham a
mesma célula de origem, mas que eventos genéticos diferentes determinem fendtipos
diferentes. Outra possibilidade é que astrocitomas e oligodendrogliomas poderiam
surgir a partir de células com origem diferente, que seriam oncogenicamente
permissivas para determinados eventos, ou seja, a ruptura da via do p53 sé seria
oncogénica em células precursoras astrociticas (LOUIS 2006). Os modelos
experimentais parecem ainda indicar que quando um numero suficiente de vias
criticas ¢ rompido, os gliomas podem se originar de células em todos os estagios de
diferenciagdo durante o desenvolvimento glial. Porém, as células precursoras
parecem ser mais suscetiveis a transformacdo quando comparadas com as células

gliais maduras. Embora a geracao de astrocitos e oligodendrécitos possa persistir por



toda a vida, astrécitos e oligodendrocitos maduros humanos provavelmente nao se
dividem in vivo, o que desfavorece a hipotese de que sejam alvos para multiplos
eventos genéticos e subseqiiente selecdo durante a génese dos gliomas (FAN et al.
2007). Portanto, os fatores que determinam a diferenciagdo e o feno6tipo nos gliomas

ainda ndo estdo totalmente compreendidos.

1.2 ASPECTOS CLINICOS E ANATOMO PATOLOGICOS DOS

GLIOBLASTOMAS

1.2.1 Aspectos clinicos e progndstico

Os glioblastomas podem se desenvolver em qualquer idade, mas a grande
maioria ocorre em pacientes adultos, com um pico de incidéncia entre 45 e 70 anos.
A idade média no diagnostico estd em torno de 53 anos € os homens sdo mais
afetados que as mulheres, com uma relagao H:M de 1,5:1. Menos de 10% dos casos
ocorrem em criangas e tumores congénitos sao raros (KLEIHUES et al. 2000).

Assim como os demais astrocitomas, os glioblastomas tém localizacao
preferencialmente supratentorial, ocorrendo mais freqiientemente na substincia
branca subcortical dos hemisférios cerebrais. O sitio mais freqliente ¢ o lobo
temporal (31%), seguido dos lobos parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%),
com a combinagdo fronto-temporal sendo bastante tipica. Glioblastomas no tronco
cerebral sdo incomuns e afetam principalmente criangas.

Os glioblastomas podem se desenvolver a partir da progressao de um glioma
menos agressivo (glioblastomas secundarios) ou, mais freqiientemente, se

desenvolver rapidamente, sem evidéncia de uma lesdo prévia de grau mais baixo



(glioblastomas primdrios). Estes tumores sdo morfologicamente indistinguiveis,
apesar de evoluirem através de diferentes vias genéticas e dos glioblastomas
secundarios tender a ocorrer em pacientes mais jovens. O prognostico ¢ igualmente
ruim para ambos (REIFENBERGER e COLLINS 2004). Nos estudos de base
populacional, os glioblastomas secundarios aparecem como tumores raros,
correspondendo a apenas 5% de todos os glioblastomas (OHGAKI et al. 2004).

A historia clinica é geralmente de curta duragdo (poucos meses, exceto para
os secundarios) e os pacientes podem se apresentar apds uma crise convulsiva, com
sintomas neurologicos ndo especificos, cefalé¢ia e alteragdes de personalidade ou
ainda com desenvolvimento rapido de aumento da pressdo intracraniana. As imagens
obtidas por ressonancia magnética revelam habitualmente uma massa irregular com
sinal heterogéneo em todas as seqiiéncias, areas cisticas ou necrose, com parede
irregular impregnada pelo contraste. A TC habitualmente mostra uma lesdo com um
anel periférico de realce de contraste ao redor de uma 4area de necrose central,
hipodensa. Esta area periférica com realce de contraste corresponde a periferia da
neoplasia, altamente celular e vascularizada (KLEITHUES et al. 2000). O curso
clinico dos glioblastomas ¢ geralmente fatal e a sobrevida média de menos de um
ano. Mesmo nas situagdes mais favoraveis, a maioria dos pacientes morre dentro de
dois anos. O tratamento padrio atual para tumores recém diagnosticados consiste em
ressec¢do cirurgica tdo extensa quanto possivel seguida de radioterapia adjuvante.
Em alguns centros, quimioterapia adjuvante com nitrosureas também ¢é prescrita.
Estudos cooperativos ja investigaram a adi¢do de varios esquemas quimioterapicos
baseados em nitrosureas a radioterapia, porém uma melhora significativa da

sobrevida nao foi observada quando comparada com a radioterapia sozinha



(DEANGELIS 2005). Mais recentemente, a temozolamida, um agente alquilante
oral, ja empregado no tratamento de gliomas recorrentes, esta sendo investigada para
tratamento de  pacientes com  glioblastomas recém  diagnosticados,
concomitantemente a radioterapia. Os resultados vém mostrando que a adicdo de
temozolamida precocemente proporciona um beneficio estatisticamente significativo
na sobrevida (aumento médio na sobrevida de 2,5 meses) (STUPP et al. 2005).

Sobrevida longa ¢ incomum nos pacientes com glioblastoma, mas ¢
observada em alguns casos. Podem ser definidos como pacientes com sobrevida
longa aqueles que apresentam sobrevida igual ou superior a trés anos apds o
diagnéstico inicial. Num estudo de base populacional realizado com 279 pacientes do
Alberta Cancer Registry, apenas cinco (1,8%) sobreviveram por um periodo igual ou
superior a 3 anos. Sete casos inicialmente identificados como tendo sobrevida longa
foram excluidos do estudo depois da revisdo neuropatologica, que diagnosticou
oligodendroglioma anapldsico na maior parte destes casos. Os 5 pacientes
identificados como glioblastomas com longa sobrevida, apresentavam idade mais
jovem (média 45 anos) e um Karnofsky performance score (KPS) mais alto ao
diagnéstico. No entanto, a sobrevida longa estava freqiientemente acompanhada por
deméncia grave induzida pelo tratamento (SCOTT et al. 1998). Da mesma forma, o
estudo de OHGAKI et al. (2004) envolvendo 715 pacientes diagnosticados com
glioblastoma no periodo entre 1980 e 1994 em Canton de Zurich, Suica, demonstrou
que 17,7% deles sobreviveram por periodo acima de 1 ano, 3,3% sobreviveram 2
anos e apenas 1,2% estavam vivos apos 3 anos de diagndstico.

Os fatores prognosticos clinicos tém sido amplamente estudados nos

glioblastomas. Pacientes mais jovens (idade menor que 45 anos) tem um melhor



prognostico, o que em parte pode ser explicado pela maior freqiiéncia de
glioblastomas secundarios nesta populacdo, mas também parece ser devido a uma
progressdo mais rapida nos pacientes idosos (KLEIHUES et al. 2000). OHGAKI et
al. (2004) demonstraram claramente que a idade foi o fator progndstico mais
significativo na analise univariada e multivariada e este efeito persistiu através de
todos os grupos etarios de uma maneira linear.

Também tem sido observado que o melhor Status funcional na apresentagao,
medido pelo KPS e a realizacdo de tratamentos adjuvantes tém impacto no
prognostico (LAWS et al. 2003).

A avaliag¢do da extensdo da resseccdo como fator prognodstico € controversa,
mas existe alguma evidéncia de que a ressecc¢do total favorece uma maior sobrevida
(KLEIHUES et al. 2000). A preocupacdao em relagdo aos estudos que envolvem a
avaliacdo da extensdo da ressec¢dao € a sua natureza retrospectiva, que permite um
significativo viés de selecdo. LAWS et al. (2003) estudaram gliomas malignos grau
IIT e IV e mostraram que, dentro de cada grau, pacientes submetidos a ressec¢do
tiveram sobrevida maior que aqueles submetidos a bidpsia. Uma das vantagens deste
estudo foi a sua natureza prospectiva, sendo incluidos apenas pacientes com gliomas
malignos recentemente diagnosticados. USHIO et al. (2005) estudaram
retrospectivamente a relacdo entre a extensdo da resseccdo tumoral e a sobrevida
livre de progressao, sobrevida global e qualidade de vida em 105 pacientes com
glioblastomas hemisféricos supratentoriais. Todos o0s pacientes passaram por
tratamentos multidisciplinares que incluiram resseccdo do tumor e tratamento
adjuvante pods-operatério com radioterapia e varios regimes de quimioterapia. A

extensao da ressecc¢ao tumoral foi medida através da comparacao entre a ressonancia



magnética pré e pos-operatoria. Entre os 105 pacientes, 35 foram submetidos a
ressec¢do completa macroscopica, 57 a resseccao parcial e 13 somente a bidpsia. A
analise univariada mostrou que a sobrevida livre de progressdo e a sobrevida global
foram maiores em pacientes submetidos a ressec¢do total do que naqueles
submetidos a ressec¢do parcial ou biopsia. A andlise multivariada, ajustada para
idade dos pacientes, KPS no momento da cirurgia, localizacdo do tumor e terapia
adjuvante, confirmou dos achados da analise univariada. Outro fator prognostico que
mostrou ser significativo neste estudo foi a localizagdo do tumor. Pacientes com
tumores frontais tiveram sobrevida livre de progressao significativamente mais longa

que aqueles que tinham tumores que envolviam mais de 2 lobos.

1.2.2 Aspectos anatomo patoldgicos dos glioblastomas

As classificagdes tradicionais, como aquelas propostas pela OMS, dividem os
gliomas difusos do adulto em astrocitomas, oligodendrogliomas e tumores mistos
oligoastrociticos (Anexo 7). Em relagdo ao grau, os gliomas difusos do adulto podem
ser divididos em trés graus de malignidade: grau II, grau III (gliomas anaplésicos) e
grau IV, reservado para os glioblastomas (KLETHUES et al. 2000; LOUIS et al.
2007). Apesar do grande avanco ocorrido no entendimento das bases genéticas das
neoplasias, a classificagdo dos gliomas continua baseada principalmente nos aspectos
histopatologicos, o que determina um grau de subjetividade e falta de
reprodutibilidade, tradicionalmente criticados na literatura (BRUNER et al. 1997;
COONS et al. 1997; GUPTA et al. 2005). Este modelo de classificacdo ¢ baseado na
semelhanca que ¢ observada entre as células gliais normais (astrocitos e

oligodendrocitos) e as células tumorais, tanto na microscopia Optica quanto no perfil



de expressao protéica (por exemplo, a expressao de GFAP), determinado pela imuno-
histoquimica (LOUIS 2006). A utilizagdo da classificacdo proposta pela OMS
(recentemente atualizada em 2007) ainda tem um papel importante, por ser resultado
de um consenso que atende a patologistas, oncologistas clinicos e geneticistas,
embora esta classificacdo esteja cada vez mais sendo enriquecida pelos
conhecimentos da genética molecular e da citogenética e esta tendéncia continue
(KLEIHUES et al. 2002).

Os glioblastomas (astrocitomas grau IV, OMS) sdo tumores de crescimento
rapido, anaplésicos. Eram anteriormente designados glioblastomas multiformes. O
termo multiforme, que ndo mais acompanha a nomenclatura destes tumores, refletia a
heterogeneidade da neoplasia, tanto em relagdo as caracteristicas macroscopicas
quanto aos aspectos histologicos variados. Macroscopicamente, pode-se observar
edema e assimetria dos hemisférios cerebrais com achatamento dos giros sobre o
tumor. Quando pequenos, os tumores podem estar restritos a um lobo, tendo um
contorno melhor definido, mas a medida que crescem se tornam mais irregulares ¢
invadem progressivamente o hemisfério, podendo atravessar o corpo caloso para o
hemisfério contra lateral, criando uma imagem em forma de asa de borboleta que
pode ser observada na tomografia computadorizada ou ressonancia magnética. A
regido central do tumor ¢é freqlientemente necrotica, amarelada, com areas de
hemorragia antiga e recente e circundada por uma periferia de tumor vidvel de
coloragdo acinzentada. A invasdo microscopica além dos limites observados na
macroscopia ¢ comum, mesmo quando o tumor parece macroscopicamente bem
delimitado. A maioria dos tumores tem localizagdo intra-parenquimatosa, com o

epicentro na substancia branca, porém alguns podem ser mais superficiais ¢ estar em



contato com as leptomeninges ¢ a dura mater. O efeito de massa criado pela
neoplasia, associado ao edema e a necrose, pode distorcer os hemisférios cerebrais
com desvio da linha média, compressio de ventriculos ¢ herniagdo de giros.
Dependendo da localizacdo da neoplasia, outras areas podem sofrer distor¢ido e
compressao (IRONSIDE et al. 2002). Apesar do crescimento rapido e infiltrativo, os
glioblastomas ndo costumam invadir o espaco subaracndide e raramente dao
metastase via liquido cérebro espinhal. Embora possa ocorrer extensao ao longo de
espacos perivasculares, a invasdo do lumen de vasos ndo é comum e a disseminagao
hematogénica para tecidos extra-neurais ¢ muito rara. Tumores multifocais podem
ocorrer, porém geralmente representam disseminacdo do tumor primario com
formagao de novas massas tumorais. Tumores multiplos independentes verdadeiros
ocorrem em aproximadamente 2,4% dos glioblastomas (KLEIHUES et al. 2000).
Histologicamente os glioblastomas s3o tumores celulares, constituidos por
células neoplésicas com acentuada atipia nuclear e alto indice mitotico, com uma
variedade de aspectos morfoldgicos, que pode incluir células pequenas anaplésicas,
células fusiformes, células granulares, células astrocito gemistocitico e fibrilar simile
e células gigantes pleomodrficas multinucleadas. A presenca de necrose e/ou
proliferacdo microvascular exuberante, que freqlientemente resulta na formacao de
estruturas capilares semelhantes a um glomérulo, sdo caracteristicas essenciais para o
diagnéstico de glioblastoma. Trombose também ¢é comum. A necrose pode
apresentar-se como grandes areas de necrose isquémica macroscopicamente visivel
e/ou como focos pequenos, freqiientemente multiplos e irregulares, circundados por
células tumorais com padrao de pseudopalicada. Linfocitos perivasculares formando

um manguito ocorrem freqiientemente. O padrao histologico bastante variado ocorre
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ndo somente entre diferentes pacientes, mas também dentro de um mesmo tumor
(REIFENBERGER e COLLINS 2004).

Basicamente, duas variantes sdo reconhecidas na classificacio da OMS, o
glioblastoma de células gigantes e o gliossarcoma. Além disso, uma pequena fragdo
dos glioblastomas (cerca de 15%) pode apresentar areas com morfologia semelhante
a de um oligodendroglioma e a nomenclatura “glioblastoma com componente
oligodendroglial” tem sido proposta para estes tumores (LOUIS et al. 2007).

O glioblastoma de células gigantes ¢ uma variante rara, que se caracteriza por
apresentar células gigantes pleomorficas, multinucleadas e ter crescimento
relativamente circunscrito, o que pode contribuir para o prognodstico um pouco
melhor observado nesta variante. Os gliossarcomas correspondem a menos de 2%
dos glioblastomas e apresentam um padrio bifasico, contendo 4areas com
caracteristicas fenotipicas de glioma e outras de sarcoma. Os estudos de genética
molecular indicam que ambos os componentes tém origem monoclonal. Areas de
metaplasia (diferenciagcdo aberrante) sdo mais comuns nos gliossarcomas do que nos
glioblastomas convencionais (KLEIHUES et al. 2000; REIFENBERGER e
COLLINS 2004).

Os glioblastomas com componente oligodendroglial ~demonstram
caracteristicas Obvias de malignidade e um componente astrocitico predominante,
com uma populagdo menor de células com caracteristicas oligodendrogliais, ou seja,
areas de diferenciacdo oligodendroglial estdo presentes em um tumor que, no
restante, ¢ um glioblastoma tipico. No entanto, os critérios histologicos para a
classificagdo dos glioblastomas com componente oligodendroglial ainda estdo pouco

definidos, tornando dificil o diagnostico diferencial com oligoastrocitomas e
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glioblastomas convencionais (HE et al. 2001; REIFENBERGER e COLLINS 2004).
KRAUS et al. (2001) definiram os glioblastomas com componente oligodendroglial
como sendo tumores que se diferenciavam dos oligodendrogliomas anaplasicos por
apresentarem um componente predominante astrocitico, porém reconhecem que a
distingdo dos oligoastrocitomas anaplasicos pode ser mais dificil e consideraram
nesta série, como GBO, apenas tumores que apresentavam caracteristicas dbvias de
malignidade e que continham uma populagdo menor de células tumorais (menos de
20% da amostra) com caracteristicas oligodendrogliais conspicuas em adi¢do a uma
populacdo predominante de células com caracteristicas astrociticas. A capacidade de
distinguir diferenciacdo astrocitica de oligodendroglial nos cortes histolégicos ¢ um
desafio, mesmo para patologistas experientes e a variabilidade entre observadores no
diagnostico dos gliomas difusos pode ser atribuida aos critérios diagndsticos
subjetivos e sobreposicdo de caracteristicas morfologicas (GUPTA et al. 2005).
Caracteristicas morfoldgicas associadas ao fenotipo oligodendroglial incluem células
com halo claro perinuclear, membrana celular bem definida e nucleo central esférico,
que dao origem ao aspecto classico em colméia habitualmente descrito, lembrando
que o halo claro perinuclear ¢ atribuido a artefatos de fixacdo e pode ocorrer em
tumores com diferenciagdo astrocitica. Outras caracteristicas habitualmente descritas
nos tumores oligodendrogliais sdo: a presenga de uma rede de capilares ramificados e
delicados, o envolvimento cortical, satelitose perineuronal, degeneragdo
cistica/mucdide e microcalcificagdes, porém estas caracteristicas ndo sdo especificas.
Tumores astrociticos com predominio de células gigantes ou gemistocitos, raramente
sdo confundidos com oligodendrogliomas. No entanto, tumores com predominio de

células pequenas, por exemplo, podem ser mais problematicos e mostrar
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consideravel sobreposicdo com os oligodendrogliomas. Os gliomas mistos
oligoastrociticos podem apresentar um padrao bifasico, com os componentes
oligodendroglial e astrocitico separados ou um padrdo misturado, tornando ainda
mais dificil a reprodugdo e o estabelecimento de critérios para o diagnodstico
(GUPTA et al. 2005). Como a distingdo entre os gliomas difusos do adulto nem
sempre ¢ facil, a busca por marcadores imuno-histoquimicos de diferenciacdo tem
sido intensa, porém nenhum teve sua utilidade comprovada. Nao existem até o
momento, marcadores imuno-histoquimicos sensiveis ¢ especificos capazes de
reconhecer oligodendrdcitos tumorais. Os oligodendrogliomas também expressam
GFAP, em particular nos oligodendrocitos gliofibrilares e nos minigemistocitos.
Além disso, os glioblastomas expressam GFAP em grau e extensdo variaveis.
Geralmente as células neoplasicas astrécito simile e gemistocitos sdo fortemente
positivas, mas as células pequenas indiferenciadas tendem a ser negativas e as células
gigantes multinucleadas tém expressdo variavel. Grandes propor¢des do tumor
podem apresentar auséncia de expressao de GFAP, além de haver uma tendéncia a
uma diminuic¢ao da expressao na medida em que o tumor progride (KLETHUES et al.
2000). Portanto, a expressao de GFAP ndo tem utilidade no diagndstico diferencial
dos gliomas difusos do adulto. Os fatores de transcri¢do Oligl e 2 também ja foram
postulados como marcadores diagndsticos potenciais para tumores oligodendrogliais,
porém esta hipotese ndo se confirmou (RIEMENSCHNEIDER et al. 2004). LIGON
et al. (2004) demonstraram, através de imuno-histoquimica, que a proteina OLIG2
esta altamente expressa em todos os gliomas difusos.

O significado clinico da distingdo entre glioblastomas com dareas

oligodendrogliais e glioblastomas convencionais ainda ¢ pouco conhecido, mas tem
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sido observado que a presenca do componente oligodendroglial esta associada com
maior sobrevida pds-operatoria (DONAHUE et al. 1997; KRAUS et al. 2001;

PINTO e CHIMELLI 2004; HILTON et al. 2004).

1.3 GENETICA MOLECULAR DOS GLIOMAS DIFUSOS

1.3.1 Genética molecular dos tumores astrociticos

Os estudos citogenéticos e moleculares de tumores astrociticos como os
glioblastomas, ja identificaram varios genes e cromossomos freqiientemente
alterados. O modelo atual sobre as alteragdes moleculares envolvidas com a iniciagao

e progressao dos gliomas astrociticos difusos estd esquematizado na Figura 1.
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Ganho do cromossome 7 ouTq Amplificacio f superexpressio de EGFR

inasReide TLoZ 00 Mutaggo de TP53 (< 30%)

Superezpressio de PDGF A, PDGFEA
Amplificagio / superexpressio de MDM2 on MDY

Astrocitoma difuso, grau IT

Amplificaciio / superexpressiio de CDE4, CDE&

LOH 19g
Delegio homozigota de CDENZA |

hipermetilagio

Amplificagio / superexpressio de CCHND1, CCND32

Delegio homozigota de CDENZA

Astrocitoma anaplasico, grau ITT

Delegéio homozigota / mutaciio de RB1

Hipermetilagio de EB
LOH 10p e 10g

LOH 10q
Mutagiico de PTEN (30-40%)
Mutagio de PTEL (<10%)

Perda de expressio de DCC

Amplificaglio de PDGFEA

Glioblastoma secundario, grau IV Glioblastoma primario, grau IV

Fonte: Adaptado de REIFENBERGER e COLLINS (2004)

Figura 1 - Alteragdes genéticas e moleculares observadas nos gliomas astrociticos

infiltrantes.

A alteragdo cromossdmica mais comum nos astrocitomas difusos (grau II da
OMS) ¢ a trissomia/polissomia do cromossomo 7 e os estudos empregando FISH ou
CGH detectam ganhos no 7 ou 7q em mais de 50% dos casos. Mutagdes no gene
supressor TP53, localizado na regido 17p13.1 ocorrem em 60% dos casos e em até
80% dos tumores gemistociticos. Os astrocitomas difusos que nao exibem mutagdo
do TP53 devem ter o controle do crescimento dependente de p53 alterado por algum
mecanismo alternativo, como por exemplo, metilagdo do promotor do gene p14°**.

A proteina p53 tem um papel central no controle da resposta celular ao dano do
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DNA. Ela ¢ uma proteina multifuncional que promove a parada do ciclo celular em
G1 e G2, estimula a producao de proteinas pro-apoptoticas e de enzimas do sistema
de reparo do DNA. Tem também papel na diferenciacdo celular e angiogénese. O

4" codifica uma proteina que tem papel de inibidor de Mdm2, esta ultima

gene pl
inibidora da funcdo de p53. Além disso, os astrocitomas difusos freqiientemente
mostram expressao elevada do receptor o do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFRA), receptor com atividade tirosina quinase, ¢ do seu ligante
PDGFa.

Os astrocitomas anaplasicos, além de apresentarem ganhos no cromossomo 7

e mutagdes no TP53, apresentam delegdes nos cromossomos 6, 9p, 11p, 19q e 22q. O

cromossomo 9p contém, entre outros, os genes supressores CDKN2A, CDKN2B e

ARF INK4 INK4b
4 6

p14™", os dois primeiros codificam pl epls , que agem como reguladores
negativos da progressdo do ciclo celular de G1 para S, através da inibi¢do dos
complexos entre ciclinas do tipo D e as quinases dependentes Cdk4 ou Cdké6.
Mutagdes do gene supressor PTEN ocorrem em menos de 10% dos astrocitomas
anaplasicos e quando ocorrem indicam um pior prognostico.

Os glioblastomas mostram, na analise citogenética, caridtipos complexos com
multiplas alteracdes numéricas e estruturais, sendo freqiientemente observadas
dele¢des do cromossomo 10. As andlises genéticas moleculares mostram que as
alteracdes diferem entre glioblastomas primarios (de novo) e secundarios (que
evoluem a partir de gliomas de baixo grau), conforme é mostrado na Figura 1. Os
tumores primarios mostram amplificagdo de EGFR, dele¢des homozigotas de

CDKN2A ¢ pl4 **F amplificacio de CDK4, amplificagio de MDM2 ou MDM4,
p p

mutacgdo ou delecdo de RB1, monossomia do cromossomo 10 ¢ muta¢do do PTEN.
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Embora a mutacdo do TP53 seja observada em 30% dos glioblastomas primarios, a
via do p53 esta alterada com freqiiéncia muito maior, podendo envolver ndo apenas a

mutagio de TP53, mas também alteragdes em pld ~°F

e amplificacdes de
MDM2/MDM4 (REIFENBERGER e COLLINS 2004). A Mdm2 se liga a p53
inibindo sua fun¢do e promovendo sua degradacdo proteolitica, representando assim
um mecanismo alternativo para a perda da func¢do de p53. A proteina codificada pelo
gene RB1 controla um passo regulatério chave no ciclo celular, entre as fases G1 e S.
A fosforilagdo desta proteina impede a sua associagdo com os fatores de transcri¢ao
E2F, permitindo que a E2F ative a transcri¢do de genes necessarios para a entrada na
fase S (HILTON e MELLING 2004). Mutacdes do gene PTEN ocorrem em cerca de
40% dos glioblastomas primarios. Este gene estd mapeado na regido 10g23.3 e
funciona antagonizando fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato quinase/proteina quinase B.
Mutagoes do PTEN levam a uma ativagdo constitutiva da via fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato quinase. A proteina codificada pelo gene PTEN, além de ter fungdo
supressora de tumor, regula varios processos que tém um papel critico na
agressividade celular, como angiogénese, migracdo e invasdo. A amplificagdo do
proto-oncogene EGFR ocorre em aproximadamente 40% dos glioblastomas
primarios e além do seu papel na formag¢do da neoplasia, o receptor de fator de
crescimento codificado por este gene regula varios processos celulares que podem
estar associados com o fendtipo dos gliomas de alto grau (KITANGE et al. 2003).

Os glioblastomas secundarios apresentam mutagdes de TP53 em 60% dos
casos, sendo também mais comuns do que nos glioblastomas primarios as perdas
alélicas em 19q e 13q, hipermetilagio do promotor de RB1 e superexpressiao de

PDGFRA. Por outro lado, amplificagdo de EGFR, MDM2/MDM4 ou mutagdo de
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PTEN s3o raras nos tumores secundarios. As alteragdes observadas nos
glioblastomas primarios e secunddrios vao ter conseqiiéncias funcionais semelhantes
e em ultima andlise, resultam em alteragdes das vias do p53, RbI,
Pten/fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B e vias proteino-quinases ativadas
por mitégenos (REIFENBERGER e COLLINS 2004).

Estudos relacionando marcadores genéticos ¢ o perfil de expressdo génica
com a sobrevida nos glioblastomas ja identificaram alguns indicadores prognosticos.
O estudo de OHGAKI et al. (2004) envolveu uma populacdo de 715 pacientes com
diagnéstico de glioblastoma, dos quais 240 tiveram suas amostras pesquisadas para a
presenga de alteragdes genéticas. Nos glioblastomas de um modo geral e nos tumores
primarios, a alteragdo genética mais frequentemente observada foi a perda de
heterozigosidade no cromossomo 10q (69%), seguida da amplificagdo de EGFR
(34%), mutagdes de TP53 (31%), delecdo de p16™ *® ¢ mutacdo de PTEN (24%).
Nos glioblastomas secundarios as mutagdes de TP53 (65%) ¢ LOH em 10q (63%)
foram freqlientes, enquanto as demais alteragdes foram incomuns. A andlise
univariada demonstrou que a auséncia de mutacdo no TP53 e a presenca de LOH em
10q eram preditivas de menor sobrevida, no entanto, na analise multivariada apenas a
LOH em 10q teve associagdo com sobrevida menor. Esta alteragdo mostrou ainda
estar frequentemente combinada com uma das outras alteragcdes genéticas estudadas,
ou seja, amplificacdo de EGFR, mutacdo de TP53 ou delecdo de p16™*%. Este
estudo sugere que a LOH em 10q associada a uma das outras alteracdes deve operar
no desenvolvimento da maioria dos glioblastomas.

Estudos mais recentes envolvendo expressdao génica global, mostram grande

diferenga na expressdo génica entre os glioblastomas, particularmente em genes
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envolvidos na angiogénese, infiltracao de c€lulas imunes, remodelamento da matriz
extracelular, migracdo celular e outros. LIANG et al. (2005) identificaram dois
grupos molecularmente distintos de glioblastomas. Embora os dois grupos
expressassem niveis semelhantes de muitos dos genes comumente associados aos
glioblastomas (como aqueles envolvidos com angiogénese, por exemplo), mostraram
uma diferenca importante na expressao de um grupo de genes correlacionados com a
sobrevida, mas ndo associados com as caracteristicas diagndsticas conhecidas. A
analise de sobrevida identificou um grupo de 70 genes mais expressos em tumores
rapidamente progressivos. Entre os genes identificados foram observados aqueles
envolvidos na migragdo celular, incluindo migragao neuronal e adesdo de células dos
gliomas as proteinas da matriz extracelular (por exemplo, BCAN, PTPRZ1, CRMP5 e
FABP7). Um dos genes, FABP7, foi investigado adicionalmente e confirmada a
associacdo da expressdo protéica com a sobrevida em 2 grupos independentes de
pacientes. As células que superexpressaram FABP7 demonstraram indices de
migra¢do aumentados in Vitro, o que poderia explicar um comportamento mais
agressivo e infiltrativo ¢ a menor sobrevida observada no grupo que apresentou
suprexpressao deste gene. RICH et al. (2005), analisaram genes comumente
mutados, amplificados ou deletados nos glioblastomas e dados de expressdo génica
obtidos de microarranjos de DNA proveniente de glioblastomas de pacientes com
mais de 50 anos, com sobrevida conhecida. As alteragdes genéticas em genes como
EGFR, TP53, CDKN2A e¢ PTEN nao mostraram significado progndstico. Apesar da
sobrevida média dos pacientes com mutagdo de PTEN e delecdo de
CDKN2A/p16™** ter sido um pouco menor, nenhum destes genes teve significado

prognoéstico isoladamente ou na andlise multivariada ajustada para as outras
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variaveis, sendo mais provavel que estes genes estejam associados com a iniciagdo e
progressdo. A analise estatistica dos dados de expressdo génica em conjunto com a
sobrevida identificou um pequeno grupo de genes que tiveram associacdo com a
sobrevida e os 3 genes dominantes identificados foram SPARC (osteonectina),

doublecortex e Semaphorin3B, que tem papel chave no processo de migragdo celular.

1.3.2 Genética molecular dos tumores oligodendrogliais

Os tumores oligodendrogliais compreendem desde oligodendrogliomas, com
crescimento relativamente lento (grau II), até tumores anaplasicos (grau III). As
perdas no cromossomo 19q, que geralmente envolvem todo o brago, constituem a
alteracdo genética mais comumente observada e estdo frequentemente associadas as
perdas de 1p, sendo detectadas tanto nos tumores grau II como grau III. Ja foi
observado que 50 a 70% dos tumores oligodendrogliais exibem perdas alélicas nos
cromossomos 1p e 19q (REIFENBERGER et al. 1994; CAIRNCROSS et al. 1998;
SMITH et al. 1999; CASKEY et al. 2000), embora os genes supressores tumorais
envolvidos ainda estejam sendo investigados (FELSBERG et al. 2004, TEWS et al.
20006). A presenca destas alteragdes ja demonstrou forte associagdo com sobrevida
mais prolongada e a perda de heterozigosidade envolvendo o 1p tem associagdo
significativa com a resposta a quimioterapia com agentes como procarbazina,
vincristina e lomustina, esquema denominado PCV (CAIRNCROSS et al. 1998;
SMITH et al. 2000; INO et al. 2001). Recentemente, VAN DEN BENT et al. (2006)
demonstraram num estudo multicéntrico randomizado que a quimioterapia adjuvante
com PCV aumentou a sobrevida livre de progressdao, mas nao a sobrevida global em

pacientes com oligodendrogliomas e oligoastrocitomas anapldsicos e a perda
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combinada de 1p/19q identificou um subgrupo favoravel de tumores
oligodendrogliais. Além disso, estas alteragdes cromossomicas ja mostraram
correlacdo com a localizagdo tumoral, sendo mais comuns nos tumores frontais do
que nos temporais. As mutagdes do TP53 ocorrem em 10 a 15% dos tumores
oligodendrogliais e sdo observadas nos tumores sem LOH em 1p/19q (KLEIHUES et
al. 2000; HILTON e MELLING 2004). Também s3ao comuns nos tumores
oligodendrogliais a hipermetilacdo de regides promotoras de genes como CDKN2A,
CDKNZ2B, RB1, TP73 e MGMT, causando silenciamento transcricional, além de
superexpressdo de fatores de crescimento como EGF, PDGF e VEGF. O EGFR esta
superexpresso em 50% dos tumores grau II e III, porém o mecanismo para tal ndo
esta claro e, ao contrario do que ocorre nos glioblastomas, ndo hd amplificagcdo do
gene. Os oligodendrogliomas anaplasicos (de forma semelhante aos tumores
astrociticos malignos) apresentam perdas no cromossomo 9p que resultam em perda
de p16™K4@ p15™K* ¢ n14""F A hipermetilagio de CDKN2A é um mecanismo
alternativo que leva a perda do ponto de verificacdo da Rb. Perda de 10q também ¢
observada nos tumores anaplasicos, porém a mutacdo do PTEN ocorre numa minoria
dos casos, sendo provavel que outros genes estejam envolvidos. As perdas em 10q
sdo mais comuns em tumores sem perda de 1p/19q (HILTON e MELLING 2004).

A hipétese de que os genes OLIG1 e OLIG2, que codificam fatores de
transcricdo envolvidos no desenvolvimento oligodendroglial, poderiam ser
marcadores diagnosticos uteis nos tumores oligodendrogliais ndo tem se confirmado.
Um estudo investigou a expressdo do RNAm destes genes e de outros 4 genes
envolvidos do desenvolvimento dos oligodendrécitos em um conjunto de 70 gliomas,

sem que fosse observada diferenca nos niveis de expressdo génica entre tumores
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astrociticos e oligodendrogliais, possivelmente porque os gliomas recapitulam
fenotipos moleculares que correspondem a estagios precoces do desenvolvimento
glial. Também nao foi demonstrada correlagdo entre a expressdo destes genes e as
perdas alélicas em 1p e 19q. Portanto, a analise da expressao de genes como OLIG1 e
OLIG2, na3o substitui o teste da delegdo de 1p/19q no diagndstico dos tumores
oligodendrogliais (RIEMENSCHNEIDER et al. 2004).

Diversos estudos foram realizados na ultima década tentando esclarecer
melhor o papel das alteragcdes genéticas no prognoéstico e defini¢do de conduta nos
pacientes com tumores oligodendrogliais. INO et al. (2001) estudaram um grupo de
50 pacientes com oligodendrogliomas anaplasicos tratados com regimes
quimioterapicos como terapia inicial principal e demonstraram que estes tumores
podiam ser geneticamente divididos em 4 grupos relevantes do ponto de vista
terapéutico e de prognostico. Os pacientes com delecio combinada de 1p/19q
isolada, apresentaram resposta significativa e duravel a quimioterapia, associada com
sobrevida longa. Outros 2 grupos de pacientes com perda em 1p ou mutacao de TP53
apresentaram um prognoéstico intermedidrio e aqueles pacientes que nao tinham
alteracdo em 1p ou mutacdo de TP53 foram os que tiveram o pior progndstico, com
pouca resposta ao tratamento.

MYAL et al. (2003) analisaram a presenca de perdas alélicas nos
cromossomos 1p e 19q numa série de 63 gliomas, incluindo 31 oligodendrogliomas,
graus Il e III, 21 glioblastomas e 11 gliomas de outros tipos, incluindo
oligoastrocitomas. Observaram que as perdas ocorrem mais frequentemente nos
oligodendrogliomas (18 entre 31 oligodendrogliomas grau II e 8 entre 14 grau III),

sendo frequentemente perdas combinadas. Entre os glioblastomas, apenas 2
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apresentaram perda combinada de 1p/19q. Delecdes parciais foram observadas em 1
oligoastrocitoma anaplasico e 1 glioblastoma, mas ndo ocorreram nos
oligodendrogliomas. Este estudo mostrou ainda que, entre os pacientes com
oligodendrogliomas anaplasicos, aqueles com mais de 60 anos tiveram menos perdas
em 1p/19q dos que os pacientes mais jovens. De forma semelhante JOHNSON et al.
(2003) investigaram a presenca de perdas alélicas nos cromossomos 1p, 19q e 17p
em 33 tumores identificados como tendo um componente oligodendroglial, incluindo
oligodendrogliomas e oligoastrocitomas, graus II e III, tentando identificar subtipos
moleculares. LOH nos cromossomos 1Ip e 19q foi mais freqiiente nos
oligodendrogliomas grau II. Os oligoastrocitomas exibiram mais frequentemente
LOH no cromossomo 17, na regido do gene TP53.

OKAMOTO et al. (2004), realizaram estudo de base populacional com
gliomas difusos de baixo grau, incluindo pesquisa de perda de heterozigosidade em
Ip e 19q, através de andlise quantitativa de microssatélites. Observaram que perdas
em lp e 19q foram freqiientes nos oligodendrogliomas, menos comuns nos
oligoastrocitomas e raras no astrocitomas. A andlise multivariada mostrou que
apenas a idade e tipo histoldégico, mas ndo as alteragdes genéticas, foram fatores
preditivos da sobrevida.

MCDONALD et al. (2005) estudaram 131 pacientes com gliomas de alto
grau, incluindo 88 oligodendrogliomas anaplasicos, com o objetivo de verificar se a
histologia era um fator prognostico independente e se o status de 1p/19q era capaz de
predizer o prognostico, independente da histologia. Outras variaveis foram
correlacionadas com o status de 1p/19q neste estudo, incluindo delecdo de 9p, de

10q, expressao de p53 e EGFR, localizagdo do tumor, resposta ao tratamento
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adjuvante. Foi observado que a associacdo do status de 1p/19q com a sobrevida tem
relacdo com a presenga da histologia classica, ou seja, apenas nos pacientes que
apresentaram tumores oligodendrogliais cldssicos (assim considerados por pelo
menos 4 entre 5 neuropatologistas que participaram do estudo), a dele¢do de 1p/19q
foi um fator preditivo de prognostico melhor. Associagdo negativa foi observada
entre 1p/19q e as outras alteragdes genéticas. A dele¢do de 1p/19q sugere ser um
poderoso fator preditivo de sobrevida, mesmo apods recorréncia (FALLON et al.
2004).

Ja foi também observado que a enzima de reparo do DNA metil-guanina
metiltransferase (MGMT) esta diminuida nos tumores oligodendrogliais ¢ que a
metilagcdo da regido promotora do gene que codifica esta proteina esta presente em
até 50% dos tumores com perda de 1p/19q, podendo esta perda da enzima contribuir
para a quimiossensibiliade observada nos tumores oligodendrogliais. Recentemente a
expressdo de MGMT foi investigada através de imuno-histoquimica em uma série de
oligodendrogliomas (grau II e III) e um baixo indice de marcagdo foi detectado em
86% dos tumores, porém este dado ndo mostrou correlacdo com a sobrevida. Esta
série também nao demonstrou correlagdo entre o indice de marcagdo de MGMT e a
LOH em 1p (MCLENDON et al. 2005).

Uma grande série de pacientes com tumores oligodendrogliais (63 grau II e
22 grau III) foi recentemente estudada por KANNER et al. (2006), reafirmando o
papel da LOH em 1p na sobrevida mais prolongada observada nestes pacientes. Este
resultado foi independente da modalidade terapéutica empregada ou do grau
histologico do tumor. A perda de 1p esteve frequentemente associada com a LOH em

19q, como descrito habitualmente na literatura.
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1.3.3 Glioblastomas com componente oligodendroglial e o significado da perda
em 1p e 199 nos tumores astrociticos, oligodendrogliais e gliomas hibridos
oligoastrociticos

A relacdo das alteragdes cromossdmicas descritas nos tumores
oligodendrogliais (perda de 1p/19q) com a maior sobrevida e resposta ao tratamento
observadas nestes tumores, levou a um interesse na identificagdo e determinagdo do
significado da presenga destas alteracdes nos tumores astrociticos € nos gliomas
hibridos oligoastrociticos. Perdas nos cromossomos 1p ¢ 19q também ocorrem nos
astrocitomas e oligoastrocitomas, porém com menor freqiiéncia. Os glioblastomas
apresentam perdas no 1p em cerca de 10% dos casos e perdas no 19q em 13 a 32 %
dos casos (VON DEIMLING et al. 1992; INO et al. 2000). NAKAMURA et al.
(2000) identificaram LOH no cromossomo 19q em 54% dos glioblastomas
secundarios (7 em 13 tumores), mas em apenas 1 entre 17 (6%) tumores primarios.
Além disso, observaram uma regido comum de delecdo situada em 19q13.3, o que
permitiu aos autores sugerir a presenga de um gene supressor tumoral localizado no
cromossomo 19q, relacionado com a progressao dos astrocitomas de baixo grau para
glioblastomas secundarios. Neste estudo, foi também observada LOH no
cromossomo 1p em 12% dos glioblastomas primarios ¢ em 15% dos secundarios.
INO et al. (2000), levantaram a hipotese de que a LOH em 1p também pudesse ter
valor prognéstico para pacientes com gliomas de alto grau com componente
astrocitico e investigaram a presencga desta alteragdo genética em 7 pacientes com
gliomas de alto grau, incluindo 4 glioblastomas, 2 oligoastrocitomas anaplasicos ¢ 1
glioblastoma de células gigantes, que apresentaram sobrevida inexplicavelmente

longa ou marcada resposta a terapia. Para determinar a freqiiéncia de LOH em 1p em
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casos nao selecionados, fizeram também esta analise numa série de 40 glioblastomas,
3 GBs de células gigantes e 9 astrocitomas anaplasicos, provenientes de um banco de
tumores. Observaram que todos os 7 casos selecionados apresentavam LOH em 1p,
trés deles com perda associada de 19q. Entre os casos ndo selecionados (provenientes
do banco) apenas 10% apresentaram perda de 1p. BURTON et al. (2002),
caracterizaram as alteragdes genéticas presentes em 39 glioblastomas de pacientes
com sobrevida longa (acima de 3 anos), comparando com as alteragdes observadas
em 24 pacientes com sobrevida curta (menor que 1,5 anos, tipicamente observada
nos glioblastomas). Utilizando CGH, os autores observaram que as alteragdes mais
comuns em ambos os grupos foram ganhos no cromossomo 7 e perdas no
cromossomo 10, semelhante ao que ja havia sido descrito em outros estudos. Perdas
no cromossomo 19q foram detectadas somente nos pacientes com sobrevida longa e
ocorreram em 28% dos casos (11 entre 39), frequentemente em associacdo com
perda de 1p. SCHMIDT et al. (2002) estudaram as caracteristicas clinicas,
morfoldgicas, imunofenotipicas e perfil genético de uma série de 97 glioblastomas. A
presenga de mutagdo do TP53 e a idade mais jovem mostraram ser fatores
prognoésticos favoraveis independentes na analise multivariada. Além disso, os
autores observaram que os 5 pacientes que apresentaram perda combinada de 1p e
19q tiveram sobrevida significativamente mais longa quando comparados com
aqueles que apresentaram apenas uma ou nenhuma destas alteragdes cromossomicas.
No entanto, nenhum destes casos demonstrava areas de diferenciacdo
oligodendroglial na revisdo histologica. FULLER et al. (2003) reviram 90 tumores de
pacientes classificados como oligoastrocitoma, gliomas mistos, gliomas SOE ou

glioblastoma com caracteristicas oligodendrogliais, utilizando hibridizagdo in situ
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fluorescente e detectaram codelecao de 1p e 19q em 9% dos casos, sem, no entanto,
conseguir relacionar os padroes genéticos distintos observados com a morfologia dos
tumores. Também ja foi observado que a perda do cromossomo 14q ¢ uma alteragao
precoce que ocorre em 20% dos gliomas, incluindo glioblastomas. No entanto,
parece que este evento ndo mostra correlacdo com a sobrevida, grau e subtipo
histolégico ou mesmo com outras alteragdes genéticas, exceto as perdas em 1p
(DICHAMP et al. 2004).

Os estudos de tumores designados como glioblastomas com componente
oligodendroglial mostram que estes tém alteragdes genéticas heterogéneas, com
freqliéncias variadas na literatura de perdas em 1p e 19q, marcadores de tumores
oligodendrogliais, e de marcadores envolvidos na progressdo de tumores astrociticos
como amplificacao de EGFR, delecao de CDKN2A, LOH em 10q, mutagdes do TP53
e PTEN. Parece que estes tumores apresentam maior incidéncia de perda de 1p e 19q
que os glioblastomas convencionais, mas as informagdes sdo controversas e ainda
ndo foi possivel estabelecer uma associagdo definitiva entre a maior sobrevida
observada em alguns destes pacientes e o perfil molecular, diferente do que ¢
observado nos tumores oligodendrogliais (HE et al. 2001; KRAUS et al. 2001). O
estudo de KRAUS et al. (2001) compreendeu uma série de 13 pacientes com gliomas
malignos classificados como glioblastoma com componente oligodendroglial, que
foram pesquisados para alteracdes genéticas e/ou expressao de TP53, CDKN2A,
PTEN e EGFR, assim como para LOH nos cromossomos 1lp, 10q ¢ 19q. Os
resultados deste estudo mostraram menor freqiiéncia de LOH em 10q, mutagdo do
PTEN e delecio de CDKN2A do que relatado nos glioblastomas convencionais,

enquanto a LOH em 1p foi mais freqiiente (3 entre 13 pacientes). Apenas dois
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pacientes desta série receberam quimioterapia adjuvante, com boa resposta. No
entanto, nenhum deles apresentava LOH em 1p. HE et al. (2001) analisaram o perfil
molecular de 25 glioblastomas com componente oligodendroglial. Além de
apresentarem as alteragdes genéticas comumente descritas no glioblastomas
convencionais, foi observado, nesta série, um alto percentual de LOH em Ip e/ou
19q, com 40% dos tumores apresentando LOH em 1p e 60% em 19q. Estes autores
postularam que como a LOH em 1p e 19q sdo considerados eventos precoces na
tumorigénese dos oligodendrogliomas, seria possivel sugerir a hipdtese de que os
GBO envolvem uma via molecular especifica, caracterizada pela ocorréncia de LOH
em Ip e 19q como o passo inicial, seguindo-se por vdrias outras alteracdes como
amplificacdo de EGFR, delegcao de CDKN2A, mutacdo de PTEN, LOH em 10q ¢
mutagdes do TP53, que permitiriam aos tumores oligodendrogliais progredir para o
fenotipo de glioblastoma. Nesta série, a idade e sobrevida dos pacientes com GBO
ndo foi diferente daqueles com GB classico. Também nao foi observada diferenca na
sobrevida entre os pacientes com ¢ sem LOH em 1p. No entanto, os autores
acreditam que o pequeno tamanho da amostra e a heterogeneidade dos tratamentos
realizados ndo permitiram uma avaliacdo definitiva do valor prognoéstico da presenga
do componente oligodendroglial. Embora estes estudos preliminares tenham sugerido
que as perdas alélicas em 1p e 19q sdo mais freqiientes nos glioblastomas com
componente oligodendroglial dos que nos glioblastomas convencionais, o significado
da presenga destas alteracdes nos glioblastomas ainda precisa ser mais investigado.
Um pequeno subgrupo de glioblastomas sem um componente oligodendroglial

identificavel morfologicamente, também pode carregar perdas alélicasem Ipe 19 qe
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estes tumores parecem ter um melhor prognostico (REIFENBERGER ¢ COLLINS
2004).

Embora a maior parte dos tumores oligodendrogliais apresente delecdes quase
completas de 1p e também de grandes por¢des de 19q, tentativas tém sido feitas para
identificar regioes de delegdo minima que possam conter genes supressores tumorais
candidatos para andlise, principalmente utilizando os tumores astrociticos que, em
geral, apresentam dele¢des menores (SMITH et al. 1999). As perdas alélicas no
cromossomo 1p também s3o comuns em varios outros tumores, incluindo
neuroblastomas, carcinoma colorretal, carcinomas de mama, ovario e endométrio e
as regides de delecdo usualmente observadas nos gliomas situam-se estdo no
intervalo 1p32-36. Os genes em lp ja submetidos a andlise mutacional como
candidatos a genes supressores em neuroblastomas e gliomas incluem TP73,
RAD54L, KIF1B, HKR3, UBE4B/UFD2, EXTL1 e CHDS5, entretanto, nenhum
candidato forte foi identificado entre estes genes (HUSEMANN et al. 1999;
HASHIMOTO et al. 2003; BARBASHINA et al. 2005). As perdas alélicas no
cromossomo 19 (regido 19ql3) tém sido observadas ndo apenas nos gliomas
malignos difusos, mas também em carcinomas de ovario e neuroblastomas. O gene
supressor em 19q também ndo foi identificado, porém alguns candidatos ja foram
propostos e ¢ possivel que mais de um gene supressor tumoral esteja contido na
regido 19q13.3 (HARTMANN et al. 2002; BARBASHINA et al. 2005; ALAMINOS
et al. 2005).

SMITH et al. (1999) estudaram 115 gliomas difusos, incluindo 58
glioblastomas, 8 astrocitomas (graus II e III), 33 oligodendrogliomas (23 grau II) e

16 oligoastrocitomas, localizando as regides de delecdo comum e correlacionando-as
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com o tipo histolégico. Os tumores deste estudo apresentaram dele¢des no
cromossomo 19 dentro de uma regido de 1,5 Mb entre D19S412 ¢ D19S596. Como
varios tipos e graus histologicos estiveram representados nesta série, os autores
sugerem que as delecOes nesta regido devem estar envolvidas no desenvolvimento
tanto de tumores astrociticos como oligodendrogliais. Para o cromossomo 1p foi
definida uma regido comum de perda em 1p36, entre D1S612 ¢ D1S468 ¢ esta regido
foi delineada principalmente pelos astrocitomas de alto grau, ja que os
oligodendrogliomas frequentemente perdem todo o brago 1p.

HUSEMANN et al. (1999) investigaram 35 oligodendrogliomas e 10
oligoastrocitomas para a presenca de LOH em 21 loci no brago curto do cromossomo
1 e observaram duas regides distintas de perdas alélicas comuns, localizadas em
1p36.3 e em 1p34-p35, candidatas a conter genes supressores tumorais. Um dos
genes supressores localizados na regido 1p36.3 é o TP73, porém a analise mutacional
nao mostrou mutagdes deste gene nos oligodendrogliomas. LOH em 1p foi
identificada em 43 entre 46 tumores oligodendrogliais no estudo de IUCHI et al.
(2002), que avaliaram também o significado clinico dos diferentes padrdoes de LOH
em 1p. Seis destes casos mostraram pequenas delegdes intersticiais e duas regioes de
sobreposi¢do foram identificadas em 1p36.11-p36.21 e 1p34.3-p35.2. No total, 91%
dos tumores do estudo apresentaram dele¢des incluindo a regido 1p36.11-p36.21,
proximal aquela relatada por HUSEMANN et al. (1999). Delecao da regido 1p34.3-
p35.2 foi observada em 5 dos 6 tumores com dele¢des intersticiais. Os resultados
mostraram ainda que dele¢des grandes terminais de 1p estiveram associadas com

comportamento menos agressivo, enquanto os pacientes com pequenas delegdes
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intersticiais apresentaram sobrevida global e sobrevida livre de doenca
significativamente menor.

DONG et al. (2004) refinaram uma regido critica de dele¢do situada entre
1p36.31-36.32, onde mapearam duas regides minimas de dele¢do usando analise de
microssatélites, contendo apenas 8 genes, dos quais 3 sdo conhecidos. FELSBERG et
al. (2004) investigaram 30 loci em 1p em tumores oligodendrogliais de 89 pacientes.
Cinco tumores desta série apresentaram delegdes parciais que permitiram definir
regides candidatas em 1p36.31-pter, 1p36.22-p36.31 e 1p34.2-36.1. No brago longo
do cromossomo 19 uma unica regido de dele¢do comum foi mapeada em 19q13.3.
Este estudo também confirmou que a LOH combinada em 1p e 19 q esta associada
com tempo prolongado para a progressdo, maior sobrevida global e maior sobrevida
em 5 anos.

BARBASHINA et al. (2005) avaliaram o status de 1p/19q em um grande
grupo de gliomas (112 casos) e definiram uma regido de dele¢do minima situada em
1p36. Entre os tumores estudados foram incluidos oligodendrogliomas, astrocitomas
difusos e oligoastrocitomas de baixo e alto grau. As perdas alélicas em 1p e 19q,
separadas ou combinadas, foram mais comuns nos oligodendrogliomas cléssicos do
que nos astrocitomas e oligoastrocitomas. Os oligodendrogliomas cléssicos
apresentaram perda de 1p em 83% dos casos e perda de 19q em 72%, sendo estas
perdas combinadas em 69% dos casos. Nao houve diferenga no status de 1p/19q
entre oligodendrogliomas de baixo grau e anapléasicos. Nenhum astrocitoma e apenas
20% dos oligoastrocitomas apresentaram perda combinada de 1p/19q. As perdas em
1p nos astrocitomas ocorreram em 17% dos casos e foram na grande maioria perdas

segmentares (5 entre 6 astrocitomas). Os 11 tumores que apresentaram perdas
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segmentares de 1p (6 oligodendrogliais e 5 astrociticos puros) foram submetidos a
um mapeamento mais detalhado usando 15 marcadores de microssatélites e
mostraram LOH na regido 1p36.23, sendo possivel identificar uma regido de deleg¢ao
minima com 150 Kb, na qual estda mapeado o gene do fator de transcricdo CAMTAL
(calmodulin-binding transcription activator gene), normalmente expresso em tecido
cerebral ndo neoplasico e que foi posteriormente submetido a analise mutacional.
Mutacdes no gene CAMTAL ndo foram observadas nos 10 gliomas pesquisados,
porém a expressdo deste gene mostrou-se reduzida pela metade nos casos com LOH
em lp, sugerindo que uma haploinsuficiéncia deste gene pode ser funcionalmente
significativa. IDBAIH et al. (2005) também mostrou que os gliomas apresentam 2
dois tipos de perda em 1p: a delegdo completa, fortemente associada com a perda de
199 e o fendtipo oligodendroglial e a delecdo parcial, principalmente observada nos
tumores astrociticos ¢ nao associada a perda de 19q. Estes autores estudaram 108
gliomas utilizando CGH e observaram que a perda total de 1p foi associada com
sobrevida global e sobrevida livre de progressdo mais longa na populagdo global do
estudo. No grupo dos tumores astrociticos um prognostico pior foi observado para a
perda parcial de 1p.

TEWS et al. (2006), utilizando as regides previamente mapeadas por
FELSBERG et al. (2004), numa tentativa de identificar novos genes envolvidos na
patogénese dos tumores oligodendrogliais, avaliaram o perfil de expressdo génica em
35 gliomas utilizando cDNA microarray. Este microarray foi customizado de forma
a conter, além dos genes cancer-relevante, todos os genes localizados dentro dos
segmentos cromossomicos 1p36.13-p36.31 e 19q13.2-q13.33, previamente

identificados pelo grupo. Gliomas (incluindo 8 astrocitomas grau II, 7
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oligodendrogliomas grau 1II, 14 oligodendrogliomas anaplésicos e 6
oligoastrocitomas anaplasicos) com e sem LOH em 1p/19q tiveram o perfil de
expressdo génica comparado. Oito genes foram identificados dentro de 1p36.13-
p36.31 (MGC4399, SRM, ICMT) ou 19q13.2-q13.33 (RPL18, FTL, ZIN, FLJ10781 E
DBP), todos mostrando expressdo significativamente menor em gliomas com perda
de 1p/19q, quando comparados aos gliomas sem perda. Os achados de microarray
foram validados por RT-PCR quantitativa em tempo real de candidatos selecionados,
confirmando os achados do cDNA microarray. Um outro gene que mostrou
diferenca marcada na expressdo entre gliomas com e sem LOH em 1p/19q foi EMP3
(proteina epitelial de membrana 3, um gene relacionado a mielina envolvido na
proliferacdo celular e interagdes célula-célula), localizado em 19q13.3 e que ja
demonstrou inativagdo por hipermetilagao das ilhas CpG da regido promotora em
neuroblastomas e grupos de astrocitomas e oligodendrogliomas (ALAMINOS et al.

2005).

1.4  HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) E SUAS

APLICACOES EM NEUROPATOLOGIA

Diversas técnicas tém sido utilizadas no estudo do perfil molecular dos
tumores oligodendrogliais e astrociticos. Uma das técnicas de mais facil execucao no
estudo das alteragdes cromossomiais ¢ a hibridizag@o in situ fluorescente (FISH).
Esta técnica consiste em aplicar sondas cromossomo especificas marcadas com
fluorescéncia aos nucleos interfasicos ou em metafase, resultando em coloragdo da

regido alvejada pela sonda de DNA, o que permite observar o nimero de copias e a
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localizagdo da regido cromossdmica de interesse. Desta forma alteragdes como
aneussomias, amplificagdes génicas, delegdes e translocagdes podem ser detectadas.
Tem como vantagem importante para os patologistas o fato de poder ser aplicada em
material fixado em formalina e incluido em parafina, preservando a morfologia e sem
necessidade de tecido ndo tumoral para comparagdo, o que tem permitido o estudo de
material proveniente dos arquivos de blocos de parafina e conseqlientemente a
analise de séries maiores. Além disso, a técnica € de facil execug@o e com protocolos
semelhantes aos usados em imuno-histoquimica, ¢ sensivel, especifica e permite
quantificar os resultados. Com o armazenamento adequado das laminas no freezer e
protegendo-as de exposicdo a luz, os sinais podem permanecer visiveis por até um
ano (FULLER e PERRY 2002).

Avangos técnicos recentes como o tissue microarray (TMA) tem aumentado
a aplicabilidade do FISH, permitindo seu uso em estudos moleculares com alto
rendimento. O TMA consiste na confec¢do de um bloco recipiente onde sdo
depositados os cilindros de tecido tumoral de cada bloco doador usando um “tissue
arrayer”, o qual realiza as perfuracdes no bloco doador e transfere os cilindros de
tecido para o bloco receptor em coordenadas definidas pelo equipamento. Em
seguida s3o preparadas laminas a partir deste bloco. Desta forma o FISH pode ser
aplicado em um grande niumero de casos simultaneamente, ao invés de lamina por
lamina, o que permite economia de sondas e rapido acesso de centenas de amostras
(FULLER et al. 2002).

Embora FISH seja uma técnica bastante sensivel, ¢ menos sensivel do que a
PCR para a deteccdo de alteragcdes pequenas. A PCR pode ser desenhada para

detec¢do de alteragdes tdo pequenas como a mutagdo de uma base, o que ndo ¢
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possivel com a FISH. A PCR também ¢ mais sensivel que a FISH para detec¢ao de
transcritos anormais resultantes de translocagdes. Por outro lado, a FISH pode ser
mais sensivel que a PCR na deteccdo de delegdes e amplificacdes génicas em
amostras com celularidade heterogénea, como por exemplo, amostras de neoplasias
contaminadas com tecido ndo neoplasico. Outro problema que tem que ser
considerado quando a técnica ¢ usada em cortes de tecido provenientes de bloco de
parafina ¢ o artefato decorrente de transseccdo dos ntuicleos, que acarreta uma
subestimagdo do numero de copias alvo, devido a presenca de complementos de
DNA incompletos nos nucleos seccionados. Para minimizar este problema ¢
importante estabelecer pontos de corte para delegdo em cortes de tecido controle da
mesma espessura. Problemas decorrentes de falha de hibridizacdo podem ser
contornados contando-se os sinais apenas em regides onde a maioria das células tem
sinais claros (QIAN et al. 1996; FULLER e PERRY 2002; GONZALES et al. 2006).

Na neuropatologia, uma das aplica¢des da FISH na pratica clinica consiste na
pesquisa da delegdo de 1p/19q nos tumores oligodendrogliais. No entanto, mesmo
esta aplicagdo, ainda esta disponivel num pequeno nimero de laboratorios. Outros
marcadores de utilidade clinica na neuropatologia incluem a pesquisa de
amplificacdo do EGFR para diagndstico diferencial entre astrocitoma de pequenas
células e oligodendroglioma e pesquisa da delecdo do cromossomo 22q, presente no
tumor teratoide rabdoide atipico.

PERRY et al. (2003) utilizaram a hibridiza¢do in situ fluorescente para
investigar a presenca de delegdes nos cromossomos Ip e 19q em uma série de 246
gliomas, incluindo 109 oligodendrogliomas, 109 oligoastrocitomas/gliomas

equivocos e 28 astrocitomas. Para avaliar a especificidade também foram analisados
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41 tumores que mimetizam oligodendrogliomas. Este estudo foi parte de um
programa de pesquisa e desenvolvimento de diagnostico molecular da institui¢do e
todas as bidpsias cerebrais demonstrando caracteristicas oligodendrogliais claras ou
suspeitas, tiveram o status de 1p/19q avaliado pela técnica de FISH. Um dos motivos
da escolha deste método foi o seu rapido tempo de execugdo, o que torna facil sua
aplicagdo na rotina. As hibridizagdes foram interpretaveis para 1p em 98,8% dos
casos e para 19q em 93,9% dos casos. Assim como foi observado em outras séries, a
codelecdo de 1p/19q foi um padrio altamente relacionado ao fendtipo
oligodendroglial.

SCHEIE et al. (2006) avaliaram a confiabilidade da técnica de FISH na
identificagdo de delegdes de 1p/19q quando realizada em imprints de tumores
oligodendrogliais. Este método elimina o problema do artefato de truncamento
(transsec¢do dos nucleos), além de ser de mais facil execugdo, ja que ndo ha
necessidade de digestdo do tecido, podendo ser facilmente realizada quando ha

disponibilidade de tecido tumoral fresco ou congelado.

1.5 PCR EM TEMPO REAL E ANALISE QUANTITATIVA DE

MICROSSATELITES

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica que vem sendo
melhorada ¢ modificada com um aumento crescente de suas aplicagdes. Mais
recentemente, a tecnologia da PCR tem possibilitado determinar ndo apenas a
presenga de uma seqiiéncia especifica, mas também sua quantidade. Através de

métodos e instrumentos automatizados e baseados em fluorescéncia é possivel a
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deteccao dos produtos da PCR durante o curso dos ciclos de amplificagdo (PCR em
tempo real). O método que vem sendo mais frequentemente utilizado ¢ o sistema
TagMan®, que ¢ baseado na atividade 5'-3' exonuclease da Taq polimerase, que
desloca e cliva uma sonda, desenhada para se ligar ao DNA molde entre 2
oligonucleotideos de PCR. A sonda ¢ marcada com 2 fluoréforos diferentes, um na
extremidade 5' (o reporter) e o outro na extremidade 3' (quencher). Enquanto a sonda
estd intacta, ocorre transferéncia de energia entre os 2 fluor6foros. Durante a fase de
extensdo da PCR a sonda ¢ clivada, separando o reporter do quencher e produzindo
aumento da intensidade de emissao do reporter proporcional a quantidade de produto
da PCR. Usando um instrumento que detecte os sinais fluorescentes a cada ciclo e
seja também um termociclador, este sistema permite determinar a quantidade de
produto em funcdo do tempo, representado pelo nimero de ciclos da PCR.
(ALDAPE et al. 2002).

Para detectar desequilibrios alélicos em 1p/19q, também chamados perda de
heterozigosidade (LOH), utiliza-se a analise de microssatélites. Nesta técnica, a PCR
¢ utilizada para amplificar regides de DNA que sdo altamente polimoérficas entre os
humanos, os chamados microssatélites. A técnica baseia-se na presenga freqiiente de
repeticdes de microssatélites (mais freqiientemente repeticdes CA), que variam de
tamanho entre os alelos. Os oligonucleotideos sdo desenhados para flanquear a
regido de microssatélite. Assumindo-se a heterozigosidade do DNA constitutivo
normal, ¢ possivel comparar o DNA tumoral com o normal para detectar uma
alteracdo da heterozigosidade. O uso rotineiro da LOH para detectar alteragdes em
locus especificos ¢ limitado pela necessidade de tecido normal do mesmo paciente.

Mais recentemente foi descrita a analise quantitativa de microssatélites, uma
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aplicacdo da PCR em tempo real, que consiste numa técnica de alto rendimento e que
permite uma quantificacdo altamente sensivel do DNA, sem necessidade de DNA
constitucional dos pacientes para pareamento (GINZINGER et al. 2000; NIGRO et
al. 2001; MOCELLIN et al. 2003). Esta técnica utiliza uma unica sonda com
repeticdes GT, complementar a todos os loci de microssatélites estudados e um pool
de referéncia de oligonucleotideos para varios loci de microssatélites. O pool serve
como uma referéncia contra a qual todos os loci sdo comparados. Como a analise
quantitativa de microssatélites usa a mesma sonda para todos os loci, permite mapear
alteracdes no numero de copias do DNA e identificar regides cromossomicas que
podem ser importantes no desenvolvimento do cancer, com um menor custo. Com
esta técnica € possivel observar pequenas delegdes intersticiais de regides que podem
conter genes supressores tumorais ainda ndo identificados e que podem ndo ser
detectadas com a hibridizagdo in situ fluorescente. Uma desvantagem ¢é a
impossibilidade de correlagdo com a morfologia, o que pode ser contornado com a

microdissec¢do das regides de interesse do tumor (FULLER e PERRY 2002).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar a freqiiéncia das alteragdes cromossOmicas caracteristicas dos

oligodendrogliomas (delecdo de 1p/19q) em glioblastomas com e sem componente

oligodendroglial e correlacionéa-las com a evolugao clinica dos pacientes.

2.2

ESPECIFICOS

Investigar a presenca de delecdes em 1p e 19q em todos os glioblastomas e
em diferentes areas do mesmo tumor nos casos que apresentarem componente
oligodendroglial, utilizando a técnica de hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH) aplicada em um tissue microarray (todos os casos) € em cortes

convencionais (casos com componente oligodendroglial).

Investigar a presenca de delecdes nos cromossomos 1p e 19q usando anélise
quantitativa de microssatélites através de PCR em tempo real, nos
glioblastomas que apresentarem componente oligodendroglial e em casos sem
este componente (glioblastomas convencionais), tentando identificar as
regides cromossomicas envolvidas nas dele¢cdes e comparando os resultados

com aqueles obtidos através da hibridizacao.
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3. Correlacionar a presenga do componente oligodendroglial com os dados
clinicos e com as perdas alélicas, avaliando o valor prognoéstico das varidveis

estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram estudados tumores do SNC previamente classificados como
glioblastomas pelos critérios da OMS, de pacientes atendidos no Hospital do Cancer
no periodo entre 1982 a 2003. Um levantamento para outro projeto do departamento
de anatomia patoldgica resultou em 85 casos disponiveis de glioblastomas, com
prontudrios acessiveis e tumor em quantidade suficiente no bloco de parafina para
desenvolvimento deste projeto.

Os prontuarios foram revistos e coletadas as seguintes informagdes: idade ao
diagnostico, género, data do diagnostico, extensdo da resseccdo cirlrgica,
tratamentos adjuvantes, incluindo radioterapia e quimioterapia, as drogas utilizadas
nesta Ultima e a data do 6bito ou do ultimo contato. Também foram anotados dados
relevantes da historia patoldgica pregressa e dos exames de imagem.

Foram ainda incluidos 7 casos de glioblastomas com componente
oligodendroglial identificados em um levantamento realizado na Universidade
Federal do Rio de Janeiro e que foram cedidos para este estudo por gentileza da Dra
Leila Chimelli.

As laminas dos tumores coradas pela HE foram revistas por 2 patologistas
com o objetivo de confirmar o diagndstico inicial e identificar, nos glioblastomas,
areas com caracteristicas oligodendrogliais (aspecto em colméia, capilares

ramificados, halos claros perinucleares e, por vezes, calcificacdes) e, sempre que
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possivel, foi feita uma estimativa do percentual a que correspondem no tumor. Os
glioblastomas escolhidos para a pesquisa de dele¢des tiveram as laminas marcadas
para identificagdo dos componentes astrocitico e oligodendroglial e para evitar que
areas de necrose ou de cérebro sem tumor fossem utilizadas para extragdo do DNA.
Os blocos escolhidos para a extracdo do DNA e FISH foram encaminhados para a
realizacdo dos cortes necessarios.

Além dos glioblastomas, foram selecionados 5 casos de oligodendrogliomas
que foram utilizados como referéncia para os achados moleculares. Este tumor foi
escolhido devido ao fato de inimeros estudos ja publicados relatarem a presenca de
um alto percentual de perdas alélicas em lp e, principalmente, em 19 q nestes
tumores.

Este projeto foi submetido a apreciagdo pela Comissdo de Etica em Pesquisa
do Hospital do Cancer A C Camargo, que aprovou a realizagdo do estudo em

31/08/2004 (Projeto de pesquisa n° 626/04).

3.2 PREPARACAO DO DNA

Para esta etapa foram selecionados todos os glioblastomas com dreas
oligodendrogliais (24 casos), 10 glioblastomas convencionais, 5 oligodendrogliomas
e 8 amostras de tecido cerebral ndo neoplasico (extraido de areas adjacentes aos
tumores e de tecido cerebral proveniente de cirurgia para tratamento de epilepsia).

Inicialmente, a regido de interesse nos cortes histologicos foi dissecada

manualmente a partir de 6 cortes de 4 micra de espessura de cada bloco e o DNA foi
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extraido utilizando o Kit Nucleon HT (Amersham) conforme as instrugdes do
fabricante.

Um novo protocolo de extragdo de DNA de amostras emblocadas em parafina
foi adaptado as condi¢des do laboratdrio. Este protocolo tem duragdo de 4 dias. No
primeiro dia realiza-se a dissec¢do manual e desparafinizacdo do tecido raspado das
laminas a partir de 20 cortes de 4 micra, colocando as amostras em um tubo com
xileno e incubando a 48°C por 2 horas. O xileno ¢ retirado e as amostras sdo
centrifugadas com concentragdes decrescentes de etanol (100%, 70% e 50%), cada
etapa com duragdo de 15 minutos. Em seguida as amostras sdo incubadas com
proteinase K a 48°C por 48 horas, adicionado 5ul de PK 20% a cada 8 horas. Apds
esta etapa, as amostras sdo extraidas com fenol-cloroférmio e se recupera a fase
aquosa, que contém o DNA, transferindo-a para um tubo novo. Adiciona-se etanol,
acetato de amonia e glicogénio e armazena-se as amostras a -20°C para precipitagao.
No dia seguinte as amostras sdo lavadas com etanol a 70%, secam por 2 horas em
temperatura ambiente e 0 DNA ¢ solubilizado em agua.

Os DNAs assim extraidos foram quantificados por espectrofotometro
(GENEQUANT pro - Amersham) e tiveram sua qualidade avaliada através de reagdo
de PCR utilizando iniciadores desenhados nos introns localizados entre os exons 12 e
13 do gene albumin (NM_000477) (Direto - 5> GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT
3’ e Reverso - 5> AAACTCATGGGAGCTGGTT 3’). Com o uso desses iniciadores
intrénicos, a amplificacdo de um fragmento de 141pb pares de base indica a presenca
do DNA gendmico na amostra. Essa reagdo foi realizada sob as seguintes condicdes:
1,5 mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,3uM de cada iniciador, 1X Tampao de PCR,

1,5U de TaKaRa Ex Taq (TaKaRa Biomedicals) e 1ul de DNA em um volume final



43

de reacdo de 25ul. O programa de PCR utilizado foi: 94°C por 5 minutos; 40 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 66°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; seguidos por uma
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Para a visualizagdo dos produtos amplificados
as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 8% e coradas com nitrato de

prata.

3.3 ANALISE QUANTITATIVA DE MICROSSATELITES

Este experimento foi realizado conforme descrito por NIGRO et al. 2001,
com algumas modificacdes. O método quantitativo utilizado foi o sistema TagMan®
(Applied Biosystems) de deteccdo que requer a utilizagdo de uma sonda de
hibridizacdo interna a um par de oligonucleotideos.

Todos os oligonucleotideos utilizados nos experimentos de quantificagdo em
tempo real no aparelho ABI 7500 encontram-se listados na Tabela 1 e foram
selecionados a partir de dados da literatura (NIGRO et al. 2001). A sonda utilizada
(5’-FAM-TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT-TAMRA-3’) ¢ complementar a
repeticdes CA e capaz de hibridizar com loci de microssatélites espalhados por todo
o genoma humano. Os oligonucleotideos podem ser trocados enquanto que a sonda
permanece a mesma.

As reagdes de PCR em tempo real para cada uma das amostras foram feitas
em triplicatas, em rea¢des de 25uL utilizando-se o kit TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), seguindo as instrugdes do fabricante. Para
normalizar as diferengas de DNA inicial de cada amostra, também ¢ amplificado um

pool referéncia de varios loci localizados em regides cromossomicas comumente nao
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alteradas durante a tumorigénese dos gliomas (PCR multiplex). A opgao por utilizar
um pool de referéncia visa evitar o efeito de possiveis desvios do estado diploide de
um unico locus no instavel DNA tumoral (Tabela 1).

A quantificagdo do nimero de copias dos loci nas amostras tumorais foi
calculada utilizando-se a equagao 244€ (LIVAK e SCHIMITTGEN 2001). O valor
inferido a ACt equivale a diferenca entre a média dos valores de Ct obtidos com o
DNA de cada amostra tumoral ¢ a média dos valores obtidos com o pool de
referéncia. J& o célculo do AACt envolve a subtracdo entre o valor de ACt para cada
amostra de tecido neoplasico e a média dos valores de ACt em 8 amostras de tecido
cerebral ndo neoplasico. O Ct ¢ definido como o ciclo da PCR no qual a
fluorescéncia excede o limiar (threshold) pela primeira vez e vai ser diretamente
proporcional a quantidade de DNA molde presente na amostra.

Para determinar se o numero de copias calculado nas amostras tumorais difere
significativamente do DNA normal de modo a ser considerado uma perda, o conjunto

de desvios padrdo para todos os loci nos DNAs normais foi usado para criar um

Zi(ni ~1)xSD?

DD

+2,25x
, onde

intervalo de tolerancia (TI) com confianga de 95 %, onde Tl =2x2
n;= nimero de normais analisado por locus de microssatélite e 2,25 ¢ um fator
limitante de tolerancia com 2 extremos para um total de 88 medidas (MEE 1990;

PRINS et al. 2005). Com base neste TI, um ntimero de copias < 1,1 foi considerado

delecao.



Tabela 1 - Sequiéncia dos oligonucleotideos
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D1S468 TAAAATATTAGGTCAAACCATG ATGGCTGCATATAATGTTG
D1S2736 TACCTCCAGGATATTCTTGG TTTTTGAGGTGTGAGAGCAG
D1S514 TGAATGCGTGGTCCCAACAT GACTCAGACTTCCATCTGGACT
D1S199 GGTGACAGAGTGAGACCCTG CAAAGACCATGTGCTCCGTA
D1S2620 AAGAGTTGTCCAACCAAATTG GAATCTGGGATGGGATGTG
D1S2892 GCCTGGGCAACATGGCAAG CTGGGACCACAGAGCCACC
D1S224 CATAATCCTTTGGCCCAATC CATCACACATTTTAGAATACAGTGC
D19S424 AGCTGGTTATCTTGAGGGAG TAGGCCACATGGAGGAGT
D19S867 CAATGAAAATGCTTTGTAAAAC CCTTCAGAGGTGACCAG

D19S418 ACCAGGCATCCAGTGTTT CAACTATCCCGCCTTTGT
D19S408 AGCTCTATGGGGTGGTGCC GCCTCTTAGAGTTTTGGGAG
D2S385 AGCTGTCAGTAGAAATAAGCAGAGA | TCAATAACACGCCAAAAGAC
D3S1554 ATTCATCTTGTTACTGTTCATTTGT GGGCAAACCCAAAGACT

D5S643 TGGGCGACAGAGCCATC TGTGGTGTGCCATTTATTGACT
D8S1800 CCATCAAATGTCGAACACTG GTCCACCAATGCGTTAAAG
D12S1699 ACCTCATGCCTGTTAGG TTCGTTCACATCCTGG

D21S51904 ATGAGTTCAGTGTTTCATGGACATC | AGCAAGATTACTGTCTGGTTTCCC

3.3.1 Reacbdes de PCR em tempo real

As reagdes de PCR em tempo real (25ul) foram realizadas em triplicata,

utilizando-se para os loci alvo 12,5 ul de PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2,0

pl de cada oligonucleotideo direto e reverso (S5uM), 0,15 pl da sonda FAM-TAMRA

complementar as repeticoes CA (10uM) e 20 a 40 ng de DNA. Para o locus

referéncia (pool de microssatélites colocados em um unico pogo) utilizou-se 0,5 pl

de cada oligonucleotideo direto e reverso (20 uM), 0,15 ul da sonda FAM-TAMRA

e 20 a 40 ng de DNA. Os pardmetros de ciclagem foram: 1 ciclo de 95° C por 12

minutos e 40 ciclos de 95° C por 20 segundos, 55° C por 20 segundos, 72° C por 45

segundos.
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34 CONSTRUCAO DO TMA

Foi construido um tissue microarray (TMA) com os todos os casos que
preencheram os critérios de inclusdo (acesso aos dados clinicos, disponibilidade de
bloco de parafina representativo do tumor). Cada bloco selecionado teve as areas de
interesse marcadas na ldmina correspondente. Dois cilindros de tecido com 1,0 mm
de diametro, representando as areas com aspecto de glioblastoma convencional
foram retirados de cada bloco doador pelo tubo de ago do tissue micro arrayer
(Beecher Instruments, Silver Spring, MD) e transferidos para o bloco recipiente na
coordenada definida, pelo mesmo equipamento. O bloco resultante, contendo
amostras dos casos do estudo, foi submetido a microtomia e os cortes seqiienciais de
5 um colocados em laminas previamente tratadas com pelicula aderente. Laminas
coradas pela HE foram confeccionadas a partir de cortes obtidos no mesmo nivel que
aqueles utilizados para a hibridizagéo in situ fluorescente, de modo que pudesse ser
averiguada a adequada representacdo dos tumores (Figura 2). Os glioblastomas com
areas oligodendrogliais tiveram estas areas representadas separadamente em cortes
convencionais. Os casos cedidos pela UFRJ e os oligodendrogliomas utilizados como
referéncia também nao entraram na construcdo do TMA, sendo analisados também

nos cortes convencionais.
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Figura 2 — Tissue microarray de glioblastomas.

3.5 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Hibridizagdo in situ fluorescente foi realizada nos glioblastomas com
componente  oligodendroglial, em  cortes convencionais  representando
preferencialmente as areas com aspecto oligodendroglial. Também foram estudados
por esta metodologia os 5 oligodendrogliomas utilizados como controle positivo nas
reacdes de PCR em tempo real e o TMA de glioblastomas. Sondas locus especificas
para os cromossomos lp e 19q (conjuntos de sondas LSI 1p36/1g25 e LSI
19q13/19p13, Vysis®) foram aplicadas aos cortes de tecido obtidos a partir dos
blocos de parafina. Este conjunto de sondas consiste de 2 misturas de sonda
separadas, uma contendo LSI 1p36 (espectro orange) e LSI 1g25 (espectro green) e a
outra contendo LSI 19q13 (espectro orange) e LSI 19p13 (espectro green). A sonda
LSI 1p36 tem 400 kb e contém seqiiéncias que se estendem de um ponto proéximo ao

locus SHGC57243, englobando os genes TP73 e EGFL3 e terminando em um ponto
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telomérico ao locus de EGFL3, localizado na regido 1p36.32. A sonda LSI 19q13
também tem 400kb e contém seqiiéncias que se estendem de um ponto telomérico ao
locus do gene CRX, através dos genes CRX, GLTSCR2 e¢ GLTSCR1 e termina
proximalmente em um ponto centromérico ao locus do gene GLTSCRL. Estes genes
estdo mapeados na regido 19q13.32, que tem cerca de 3,62 Mb.

As hibridizagdes foram realizadas em ensaios com dois dias de duragdo. Os
cortes histolégicos de 5 um de espessura foram colocados em laminas de vidro
cobertas com material adesivo. Em seguida foram submetidos a desparafinizagdo
com xileno quente (70° C) e frio (temperatura ambiente) por 20 minutos cada,
seguindo-se de 3 passagens adicionais em xileno a temperatura ambiente, 5 minutos
cada. Apos 3 passagens em alcool absoluto e lavagem com agua corrente, as laminas
foram colocadas por 10 minutos na solugio de pré-tratamento (kit HER2 — DAKO®™),
pré-aquecida no banho Maria a 96° C. Em seguida foram deixadas esfriando por 15
minutos em temperatura ambiente. Apds este procedimento, foram realizadas 3
passagens no tampdo de lavagem (kit HER2 — DAKO®), cada uma com duragio de 3
minutos. Os cortes foram entdo submetidos a digestdo enzimatica com pepsina (kit
HER2 - DAKO®, concentragdo nio fornecida pelo fabricante) por 25 minutos em
temperatura ambiente, lavados com tampao de lavagem (3 trocas, 3 minutos cada
passagem), desidratados com etanol em concentragdes crescentes (70%, 85% e 96%,
2 minutos cada) e deixados secando na temperatura ambiente por cerca de 45
minutos. Em seguida foi realizada a aplica¢do da sonda (10 pl, previamente diluida
em tampao de hibridizagdo pelo fabricante) sobre os cortes de tecido, cobertos com
laminula e vedados com material selante. As laminas foram colocadas no

hibridizador (Hybridizer - DAKO®) e realizou-se a codenaturagdo da sonda e
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espécime por 5 minutos a 80° C, seguindo-se de hibridizacdo a 37° C por 16 horas.
No segundo dia, os cortes foram retirados do hibridizador e, apds remocao do
selante, colocados por 10 minutos em uma solucdo adstringente (kit HER2 —
DAKO®) pré-aquecida a 65° C, lavados com tampéo de lavagem (3 passagens de 3
minutos cada), desidratados com passagens em etanol (70%, 85% e 96%, 2 minutos
cada) e deixados secando por cerca de 1 hora em local escuro. A seguir foi feita a
contra coloracdo com 20 ul de DAPI (meio de montagem contendo DAPI, kit HER2
- DAKO®™) e montagem com laminula. Apds 15 minutos, as laminas foram levadas
para observagdo no microscopio trinocular com fluorescéncia de mercurio
(Olympus® BX41-FL-III), equipado com objetiva de imersio e com os filtros
adequados. As imagens obtidas foram capturadas com uma camera colorida digital
refrigerada (5.1 megapixel) acoplada ao microscopio acima, usando o programa para
analise de imagem Image Pro“Plus versdo 6.0 (Olympus®). A contagem dos sinais
foi feita diretamente no microscopio com o auxilio de um contador manual.

Em cada caso, sinais fluorescentes foram contados em um minimo de 100
nicleos, para cada conjunto de sondas, estabelecendo um ratio entre o locus
cromossomico de interesse (espectro orange) e o locus referéncia (espectro green).
Embora a abordagem mais simples seja a interpretacdo de perdas absolutas (< 2
copias) ou ganhos (>2 coépias), o delineamento de perdas e ganhos relativos
(comparados com uma ploidia de referéncia) e a utilizagdo de um ratio parece ser
mais adequado, ja que neoplasias malignas freqlientemente apresentam aneuploidias
e poliploidias, o que pode gerar contagens confusas (FULLER e PERRY 2002). Para
estabelecer os valores de corte, sinais fluorescentes foram contados em 500 nucleos

normais (5 amostras contendo tecido nervoso nao tumoral ou endotélio). A partir dos
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valores obtidos nestas amostras, foi possivel estabelecer um intervalo de confiancga e,
desta forma, um ratio entre os bragos p e q menor ou igual a 0,86 (limite inferior do
intervalo) foi considerado delecdo, tanto para o cromossomo 1 quanto para o

cromossomo 19.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A data do diagnéstico foi considerada a data da cirurgia inicial, quando
disponivel, ou a data da reoperacdo no Hospital AC Camargo, considerando que o
intervalo entre a biopsia prévia e a ressec¢do foi muito curto. O tempo de sobrevida
dos pacientes foi definido como o tempo transcorrido entre a data do diagnéstico e a
data do 6bito ou do tltimo contato.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa SPSS versdo 13.0. Na
analise univariada empregou-se o estimador de Kaplan-Meier com estratificacao.
Este procedimento foi realizado no intuito de permitir comparagdes entre o0s
diferentes grupos que compunham cada uma das varidveis independentes. Para
verificar se a diferenga entre as curvas era significativa, empregou-se o Teste Log-
rank. Este teste compara a distribui¢do da ocorréncia dos eventos observados em
cada estrato com a distribui¢do que seria esperada se a incidéncia fosse igual em
todos os estratos (KLEINBAUM e KLEIN 1997). Foram considerados significativos
valores-p inferiores a 0,05.

Na anélise multivariada foi utilizado o modelo de regressdao semiparamétrico
de Cox. Foram inseridas neste modelo as covariaveis para as quais foi verificada

significancia estatistica pelo teste do log-rank e varidveis de importancia clinico-
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epidemiologica. Desta forma, foram empregadas as seguintes variaveis
independentes: idade (menor que 45 anos ou maior que 45 anos), género,
diagnostico histopatoldgico (glioblastoma ou glioblastoma com componente
oligodendroglial), localizagdo (mais de um lobo ou apenas um lobo), extensdo da
resseccdo (total ou subtotal) delecdo de 1p (presente ou nado), delecdo de 19q
(presente ou ndo) e tratamento adjuvante (nenhum tratamento, radioterapia ou
radioterapia mais quimioterapia). Os coeficientes do modelo de regressdo de Cox
podem ser usados para determinar o risco relativo associado a cada variavel
independente e varidvel resposta. Assim, por meio deste modelo foi possivel estimar
os efeitos das covariaveis no tempo de sobrevida. A razao de risco € o efeito de uma
variavel explanatéria no risco do evento. Sua interpretacdo ¢ a seguinte: valores
acima de 1 representam sobre-risco e valores abaixo de um, protecao.

As correlagdes entre as varidveis independentes foram verificadas por meio
do teste do y* do teste exato de Fisher e do Coeficiente de Contingéncia (para
variaveis com respostas compreendendo mais de duas categorias), sendo
considerados significativos valores-p inferiores a 0,05. Ainda no intuito de verificar
associacdo das varidveis independentes, ajustou-se um modelo de Regressdo

Logistica.
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4 RESULTADOS

4.1 ASPECTOS CLINICOS

Entre os 85 pacientes atendidos no Hospital AC Camargo, inicialmente
identificados para o desenvolvimento deste projeto, foram excluidos quatro casos,
sendo trés casos pediatricos (um paciente com diagndstico de ependimoma grau III
prévio tratado com radioterapia, um lactente de 6 meses € um paciente com tumor
localizado no bulbo). Também foi excluido um adulto jovem, para o qual a data do
diagnostico inicial ndo pdde ser determinada com precisao.

Aos 81 pacientes elegiveis foram acrescentados os 7 pacientes provenientes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, resultando numa populagdo global de 88
pacientes (Anexo 1). Destes, apenas um tem diagnostico de astrocitoma de baixo
grau prévio, sendo caracterizado, portanto, como glioblastoma secundario. Os
demais, incluindo os 7 casos provenientes da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, sdo glioblastomas primdrios. Dois pacientes foram reoperados no Hospital
AC Camargo, porém as cirurgias iniciais foram ressec¢des parciais e os pacientes
encaminhados para complementagdo do tratamento. Foram também identificados 3
pacientes submetidos a irradiacdo prévia de cabega e pescogo para tratamento de
outras neoplasias e estes tumores podem ser caracterizados como glioblastomas
induzidos por radiacdo. Quatro dbitos ocorreram dentro do primeiro més de pos-

operatorio e em 3 destes pacientes ndo chegou a ser realizado tratamento adjuvante.
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A populacdo do estudo (constituida por 88 pacientes) apresentou idade entre 6
e 81 anos, sendo 23 pacientes com idade inferior a 45 anos e 65 com idade superior a
45 anos. Trinta e seis pacientes eram do género feminino e 52 do género masculino.

A localizagdo mais freqiiente foi o lobo frontal (19 casos), seguido pelo lobo
temporal (16 casos) e combinagdes de mais de um lobo (a mais freqiiente parieto-
temporal, com 14 casos). Trés pacientes apresentaram tumores multifocais.

Todos os pacientes foram submetidos a ressec¢do cirargica do tumor, 41
deles a resseccdo macroscopica total e 40 a ressec¢ao subtotal (dados obtidos a partir
dos relatos cirargicos contidos nos prontuarios). Para 7 pacientes nao foi obtida a
informagao sobre a extensao da ressecgao.

Em relacdo aos tratamentos adjuvantes, 58 pacientes foram tratados com
radioterapia apés a cirurgia ¢ 12 pacientes com radioterapia € quimioterapia. As
drogas utilizadas foram PCV - procarbazina, lomustina (CCNU) e vincristina (2
pacientes), temozolamida (2 pacientes) e carmustina (BCNU - 2 pacientes). Quatro
pacientes receberam varias drogas ¢ em 2 casos ndao havia relato das drogas
empregadas no tratamento quimioterapico. Nenhum paciente foi tratado apenas com
quimioterapia adjuvante. Dezesseis pacientes ndo receberam tratamento adjuvante
com RT ou QT e em 2 casos ndo havia informagdes sobre tratamentos adjuvantes. A

Tabela 2 apresenta um resumo das informacgdes clinicas.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas da populagdo estudada.

<45 anos 23
>45 anos 65
Feminino 36
Masculino 52

Frontal 19

Parietal 10

Temporal 16

Occipital 5

Combinada 35

Multifocal 3
_ExtensdodaResseccio [

Total 41

Subtotal 40

Sem informagdo 7
_TratamentoAdjwvante [

Radioterapia 58

Radio e quimioterapia 12

Nenhum 16

Sem informagéo 2

4.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Foi realizada a revisdo das laminas (HE) de todos dos casos para identifica¢ao
das caracteristicas histologicas e classificagao dos tumores (Tabela 3).

Entre os 81 tumores de pacientes do Hospital AC Camargo previamente
classificados como glioblastomas, foram identificados 17 casos com éreas de aspecto
morfologico oligodendroglial (aspecto em colméia, capilares ramificados, halos
claros perinucleares e, por vezes, calcificagdes). Este componente correspondeu a
percentuais que variaram entre menos de 5% da superficie tumoral (focal) até cerca

de 40% da superficie em um dos tumores. A estes 17 casos somaram-se 7 casos
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procedentes da UFRJ, que ja haviam sido identificados em um estudo prévio como
tendo um componente oligodendroglial e que também apresentaram extensdo
variavel deste componente (Figura 3). Uma separagdo precisa dos componentes
astrocitico e oligodendroglial nem sempre foi possivel.

Além das areas com aspecto oligodendroglial identificadas em parte dos
glioblastomas, os tumores mostraram-se compostos por propor¢des variadas de
células pequenas, células fusiformes, células gigantes e células astrocito
gemistocitico simile. Proliferagdo endotelial e/ou necrose foi identificada em todos
os tumores. Nenhum tumor desta série foi classificado como glioblastoma de células
gigantes.

As laminas dos glioblastomas com componente oligodendroglial tiveram as
areas dos componentes astrocitico e oligodendroglial marcadas, para possibilitar a
disseccdo e separacdo dos dois componentes antes da extracio do DNA. Em 4
tumores ndo foi possivel fazer esta separacdo, por dificuldade de individualizagao
dos componentes. Também foi realizada uma sele¢do e revisdo de 5
oligodendrogliomas, sendo 3 casos grau II e 2 grau III, utilizados como controles

positivos nos experimentos para investigagao de dele¢do em 1p e 19q.

Tabela 3 — Caracteristicas histologicas dos tumores.

Glioblastomas com componente oligodendroglial 24

Glioblastomas convencionais 64
TOTAL 88




Legenda: A e B — areas com morfologia semelhante a um oligodendroglioma, com halos claros
perinucleares e capilares ramificados. C e D — necrose e proliferacdo endotelial. E — calcifica¢des. F —
transicdo de componente oligodendroglial para area com aspecto astrocitico (A a F - Hematoxilina-
eosina, aumentos originais x200 ou x 400).

Figura 3 - Caracteristicas morfologicas dos Glioblastomas com componente

oligodendroglial.
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4.3 ANALISE QUANTITATIVA DE MICROSSATELITES

4.3.1 Extracdo do DNA

DNA foi extraido de 67 amostras, sendo 10 glioblastomas, 24 glioblastomas
com areas oligodendrogliais (20 destes com separacdo das areas astrociticas e
oligodendrogliais, o que gerou 44 amostras de glioblastomas com areas
oligodendrogliais), 8 amostras de tecido cerebral de borda tumoral ou proveniente de
cirurgia para tratamento de epilepsia (controles normais) e 5 oligodendrogliomas.

Inicialmente foi feito um teste de extragdo do DNA em 13 casos utilizando o
Kit Nucleon HT (Amersham). Com as amostras extraidas foram feitas reagdes de
PCR convencional utilizando oligonucleotideos para o gene da albumina. O produto
das PCRs foi analisado em gel de poliacrilamida a 8% e em todos os 13 casos foi
visualizado um fragmento com o tamanho esperado (dados ndo apresentados),
atestando a viabilidade de se obter DNA das amostras emblocadas em parafina.

Um novo protocolo de extragdo de DNA de amostras emblocadas em parafina
foi avaliado. Uma vez que este protocolo substituiu o uso do Kit Nucleon HT
(Amersham), permitindo a obtencdo de uma maior quantidade de DNA e uma
diminui¢do do custo do experimento, ele foi adotado para a extracdo do DNA de
todas as amostras incluidas neste estudo.

Os DNAs de todas as amostras selecionadas para este estudo foram extraidos
e quantificados. As quantidades variaram de 2,85 a 78,9 ug (Anexo 2). Para
confirmar a qualidade do DNA obtido, um fragmento do gene da albumina (141 pb)

foi amplificado por PCR conforme descrito acima. Produtos de PCR puderam ser
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amplificados a partir de todas as amostras de DNA, o que demonstra a eficiéncia do

protocolo de extracdo de DNA utilizado (Figura 4).

L12 345656 78910 11121314

i H E % & s i
| {4 -

Legenda: A figura mostra gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata onde se observa a
presenga de produtos de PCR obtidos a partir de amostras de DNA extraido de oligodendrogliomas (1
a 5) e de glioblastomas convencionais (6 a 14). L - marcador de peso molecular (Laedder 100bp -

Invitrogen). Controle negativo ndo exibido na foto.

Figura 4 — Amplificagdo de fragmento do gene da albumina (141bp).

4.3.2 Avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos iniciadores que foram utilizados para a pesquisa das
delegdes (Tabela 1) tiveram suas seqiiéncias localizadas e conferidas utilizando-se
os dados disponiveis nos bancos de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e
o programa Gene Runner.

A eficiéncia de amplificacdo de cada par de oligonucleotideos iniciadores foi
avaliada através da confec¢ao de uma curva padrao utilizando-se dilui¢des sucessivas
do DNA da linhagem celular SKBR3 (800, 80, 8, 0,8 ¢ 0,08 ng) (Figura 5). Ao final,
os resultados foram analisados e através dos angulos (Slope) obtidos com a
confecgdo destas curvas (valor fornecido pelo programa do equipamento SDS 7500)

foi possivel calcular a eficiéncia das reacdes através da equagao E=10""9_1 (Figura
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6). Todos os oligonucleotideos incluidos neste estudo apresentaram valores de
eficiéncia dentro do intervalo de 100% =+ 10 %, conforme recomendado pela Applied
Biosystems (Application note 127AP05-01) (Anexo 3).

O pool de referéncia também foi testado e atingiu o threshold 1 a 4 ciclos
antes dos demais oligonucleotideos. Este fato ja era esperado e também foi
observado nos experimentos de NIGRO et al. (2001) que serviram de base para este
estudo.

Além dos oligonucleotideos listados neste estudo, outros 7 testados ndo foram
incluidos por problemas relacionados a eficiéncia ou por apresentarem valores de

ACt ou SD muito diferentes dos demais, quando testados nos controles normais.
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Figura 5 — Curvas de amplificacdo com diluigdes sucessivas do DNA da linhagem

celular SKBR3, utilizando o oligonucleotideo D1S468.
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Legenda: Os valores de Ct para cada quantidade de DNA (diluigdes da linhagem SKBR3) sdo
marcados como fun¢do do log da concentragdo inicial de DNA, gerando uma linha. O angulo

resultante desta linha ¢ usado para determinar a eficiéncia.

Figura 6 — Curva de eficiéncia para o oligonucleotideo D1S514.

4.3.3 Resultado da pesquisa de perdas em 1p e 19q

Inicialmente foram realizadas as reagdes de PCR em tempo real com as
amostras dos controles. Para cada conjunto de triplicatas foram escolhidos os 2
valores de Ct mais proximos e calculada a média destes Cts. Em seguida foi
calculada a média dos valores de ACt medidos para cada locus nos 8 controles
(normais) e estes valores foram usados para os calculos em todos os experimentos
subseqiientes (AACt = ACt tumor - ACt normal). A média e o desvio padrao obtidos
com os valores de AACt dos controles (pool dos desvios para todos os loci
analisados-Anexo 4) foram utilizados para determinar o intervalo de tolerancia,
estabelecendo que um numero de copias menor que 1,1 sera considerado delegdo,
porém apenas quando detectado em 2 ou mais locus consecutivos (NIGRO et al.

2001; OKAMOTO et al. 2004).
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A determinagao do niimero de copias para os 7 loci em 1p e para os 4 loci em
19q foi realizada em seguida nos 5 oligodendrogliomas, em 10 glioblastomas
convencionais 24 glioblastomas com componente oligodendroglial (20 destes com
separagdo dos componentes astrocitico e oligodendroglial), selecionados para analise
quantitativa de microssatélites. Em 8 das 44 amostras de glioblastomas com areas
oligodendrogliais ndo foi possivel determinar o nimero de copias para a os loci
analisados, provavelmente por problemas relacionados a qualidade do DNA obtido.

O Anexo 5 mostra os valores de 2724

(que ¢ multiplicado por 2 quando a amostra ¢
um DNA dipléide normal), calculados a partir dos valores de Ct resultantes da
amplificagdo dos loci estudados. A analise destes resultados demonstra dele¢do de
todo o braco 1p em 1 entre 5 oligodendrogliomas (20%). Este mesmo tumor mostra
uma dele¢do envolvendo todos os marcadores utilizados para 19q (regido 19q13).
Outros 2 oligodendrogliomas (40%) mostraram dele¢des de 1p36 em 2 ou mais
marcadores seqiienciais, porém ndo mostraram dele¢des no cromossomo 19. No
total, 3 entre 5 oligodendrogliomas (60%) apresentaram dele¢des de 1p detectadas
por este método (011198, 05573 e 0340291), um deles com dele¢do associada de
19g. Os glioblastomas convencionais mostraram perda em 19q em 2 entre 10 casos
(20%), um deles envolvendo todos os marcadores para o brago longo do cromossomo
(GB 6632) e no outro (GB 5920) apenas os dois marcadores mais distais, D19S867 e
D19S418 (19q13.33 e 19q 13.42, respectivamente). Perdas no brago curto do
cromossomo 1 foram observadas em apenas 1 glioblastoma convencional (GB 9653,
10% dos casos) envolvendo os marcadores D1S2892 (1p34.2) e D1S2620 (1p36. 12),

sem perda dos marcadores mais teloméricos e sem perda associada de 19q. Como o

nimero de oligonucleotideos utilizado para estas regides foi pequeno, ndo foi
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possivel verificar a existéncia de dele¢des intersticiais pequenas. Nenhum
glioblastoma convencional apresentou perda simultanea de 1p e 19q. Perdas em 1p
tem sido descritas em cerca de 10% dos glioblastomas convencionais e perdas em
19q em 13 a 32% dos casos (INO et al. 2001, VON DEIMLING et al. 1992),
portanto, os resultados observados estdo de acordo com o esperado. Para as amostras
de glioblastomas com componente oligodendroglial, foi possivel obter resultado em
20 dos 24 pacientes. Entre estes 20 pacientes (36 das 44 amostras iniciais), apenas 4
(20%) mostraram perda em lp ou 19q. Trés mostraram delecdo exclusiva em 19q
(GBO 10599, GBO 258244 ¢ GBO 7631), sendo dois deles apenas no componente
astrocitico. Um dos casos (GBO 7631) mostrou dele¢do no componente
oligodendroglial, envolvendo os trés marcadores para 19q. Os resultados observados
no componente astrocitico, no entanto, mostraram delegdo do locus 19q13.42 e, no
locus adjacente (19q13.33), valor proximo ao limite inferior determinado pelo
intervalo de tolerancia (TI), o que sugere a presenga de delecdo nos 2 componentes
do tumor. Um dos tumores (GBO 273589) apresentou dele¢do nos 2 marcadores
mais distais de 1p36 (1p36.32 e 1p36.22), observada no componente astrocitico e
possivelmente também presente no componente oligodendroglial, que mostrou
delegdo do locus 1p36.32 ¢ foi indeterminado no locus adjacente. Deve ainda ser
notado que um dos tumores estudados (GBO 279) apresentou dele¢ao do locus mais
telomérico de 1p (1p36.32), tanto no componente astrocitico quanto no
oligodendroglial, porém n3o pode ser considerado como deletado pelo critério
empregado de 2 locus consecutivos deletados, ja que o locus adjacente (1p36.22) foi
indeterminado em ambos os componentes. Nenhum glioblastoma com componente

oligodendroglial demonstrou perda simultanea de 1p ¢ 19q por este método. Embora
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o componente astrocitico dos tumores tenha apresentado mais freqiientemente
delegdes por este método (total de 3 casos no componente astrocitico versus 1 caso
com dele¢do no componente oligodendroglial, considerando apenas os tumores que
se encaixaram rigorosamente no critério adotado de 2 locus deletados consecutivos,
tanto para o cromossomo | quanto para o 19), estes resultados ndo podem ser
valorizados devido a pouca freqii€ncia de tumores com dele¢des e por haver tumores
que ndo tiveram todos os locus determinados. A correlagdo com os resultados de
FISH foi considerada fundamental para a avaliacdo destes resultados e serad
apresentada a seguir. As Figuras 7 e 8 mostram de forma esquematica as dele¢des
observadas nos cromossomos 1 e 19. Os tumores sem perdas ndo estdo

representados.
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Legenda na parte inferior da figura. Abreviaturas: O — Oligodendroglioma, GB — glioblastoma,
GBO - glioblastoma com componente oligodendroglial, onde G no final indica o componente

astrocitico e O o componente oligodendroglial.

Figura 7 - Tumores que mostraram perda no cromossomo 1p.
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Legenda na parte superior da figura. Abreviaturas: O — Oligodendroglioma, GB — glioblastoma,
GBO - glioblastoma com componente oligodendroglial, onde G no final indica o componente

astrocitico e O o componente oligodendroglial.

Figura 8 - Tumores que mostraram perda no cromossomo 19q.

4.4  HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A hibridizagao in situ fluorescente utilizou as sondas LSI 1p36/1q25 e LSI
19q13/19p13, Vysis®) para as regides 1p36.32 ¢ 19q13.32. O Anexo 6 contém os
valores obtidos através do ratio entre os bragos dos cromossomos 1 ¢ 19. Em um
total de 116 amostras de tecido analisadas com ambas as sondas, ndo incluindo os

controles de tecido nervoso sem tumor, ndo foi possivel obter resultado com a sonda
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LSI 1p36 em 23 amostras e com a sonda LSI 19q13 em 24 amostras, mesmo apés
repeti¢des das hibridizagdes. A grande maioria destas amostras que apresentaram
falhas nas hibridizagdes foi proveniente de blocos de parafina antigos, que
possivelmente possuem problemas na qualidade do DNA. A observagdo destes
tecidos mostrou um aspecto mal digerido dos mesmos e mesmo apds testes com
aumento do tempo de digestdo, ndo foi possivel obter hibridizagdes com qualidade
suficiente para contagem dos sinais. Em 10 amostras a contagem dos sinais foi feita
em menos de 100 nucleos. Este fato ocorreu predominantemente em amostras do
TMA com baixa celularidade. Mesmo assim, estas amostras foram consideradas
desde que apresentassem uma boa qualidade das hibridizacdes.

Observou-se através do método de FISH a presenca de codelecao em 1p e 19q
em todos os 5 oligodendrogliomas utilizados como referéncia. Trés glioblastomas
convencionais (GB 317337, GB 1077 e GB 9318) apresentaram dele¢do em 1p36,
nenhum deles com perda associada de 19q. Estes glioblastomas nao foram estudados
por analise quantitativa de microssatélites. Delecdes em 19q foram observadas em 4
glioblastomas convencionais (GB 526, GB 4412, GB 6632, GB 317836). Destes,
apenas o GB 6632 foi submetido a andlise quantitativa de microssatélites, que
também mostrou a presenca de perda em 19q. Entre os glioblastomas com
componente oligodendroglial foi observado um caso com codele¢do de 1p/19q (GBO
325356), além de 3 casos com dele¢dao exclusiva de 1p (GBO 4780, GBO 6062 ¢
GBO 279) e 1 caso com delecao apenas de 19q (GBO 7631). Destes, apenas o GBO
7631 mostrou perda em 19q pela analise quantitativa de microssatélites. O caso GBO
279, embora ndo tenha sido considerado como tendo deleciao na analise quantitativa

de microssatélites (critério de 2 locus consecutivos deletados adotado na analise),
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também pode ser visto como um resultado coincidente entre os 2 métodos, ja que nao
foi obtido resultado para a regido 1p36.32 na QuMA, que corresponde a regido
mapeada pela sonda, mas houve perda no locus adjacente 1p36.22. Nas analises
realizadas por hibridizagdo in situ fluorescente ndo houve diferenga quando
comparados os componentes oligodendroglial e astrocitico nos glioblastomas com
componente oligodendroglial.

Nos casos com discordancia entre FISH e QuMA, tiveram que ser feitas
consideracdes em relacdo a sensibilidade dos métodos para cada situagdo, como sera
apresentado na discussdo. De um modo geral, no entanto, a FISH teve um resultado
mais consistente, além de ser uma técnica mais amplamente utilizada na pesquisa de
delecdo em 1p/19q. Os resultados fornecidos pelas duas técnicas foram utilizados,
portanto, de forma complementar.

Assim, chegamos a um resultado consenso sobre o status de Ip e 19q, que
esta demonstrado na Figura 9 e que foi utilizado para a analise estatistica. De acordo
com este resultado, 75 entre os 88 pacientes do estudo tiveram o status de 1p
determinado. Destes, 8 apresentaram tumores com delecdo de 1p (10,5%). Para 13
pacientes ndo foi possivel obter resultado na andlise do cromossomo 1, seja por FISH
ou por QuUMA. Entre os casos com delecdo de 1p, 4 sdo glioblastomas convencionais
e 4 glioblastomas com componente oligodendroglial. Delecdo no brago longo do
cromossomo 19 foi observada nos tumores de 9 entre 73 pacientes (12,3%) que
tiveram o status de 19q determinado e incluiram 5 glioblastomas convencionais e 4
glioblastomas com componente oligodendroglial, um deles com perda associada de
Ip. Para 15 pacientes (17% entre os 88 pacientes incluidos no estudo) ndo foi

possivel determinar o status de 19q por nenhuma das técnicas empregadas. Quando a
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freqiiéncia de delecdes em 1p e/ou 19q nos glioblastomas com e sem componente

oligodendroglial foi avaliada separadamente, observamos que entre os glioblastomas

com componente oligodendroglial (24 tumores), delecdo de 1p foi observada em

19% deles e dele¢ao de 19q em 20%, incluindo um caso com codele¢do de 1p/19q.

Os glioblastomas convencionais (64 tumores) apresentaram delecdo de 1p em 7,4%

dos casos ¢ dele¢do de 19q em 9,4%. A Figura 10 ilustra os aspectos morfologicos e

hibridizag¢des de alguns dos casos estudados.

[ Amostra [ 1p | 199 | | [ Amostra | 1p [ 199 |
GB 158561 GB 332629 GB 784
GBO 159421 GB 332981 GB 1868
GBO 174263 GB 338397 GB 5920 |
GB 176895 GB 175233 GB 8075
GBO 184868 GBO 692 GB 9008
GB 185013 GB 789 GB 9441
GB 186766 GB 838 GBO 10599
GB 223620 GB 3171 GB 1077
GB 226925 GB 4409 GB 2040
GB 236627 GBO 4780 GB 5585
GB 249096 GB 4412 GB 5775
GB 253062 GB 7122 GB 5814
GBO 258244 GB 7360 GBO 6062
GB 261870 GB 7501 GB 6632
GBO 267621 GB 7645 GBO 7631
GBO 273859 GB 9057 GB 592
GB 274824 GB 526 [ GB 1768
GBO 281033 GB 891 GB 3015
GB 284094 GB 263 GB 4277
GB 284877 GB 4045 GBO 5908
GB 285072 GB 9756 asoss3 [N
GB 299532 GB 9856 GBO 3366
GBO 301859 GB 1252 GBO 10271
GB 315590 GBO 4222 GBO 1392
GB 317337 GBO 4249 GBO 15284
GB 317836 GB 4689 GBO 19260
GB 320992 GB 6206 GBO 4835
GB 322619 cso31s__ [N 60279 [N
GB 323284 GB 9591

Legenda: Caixas preenchidas em preto — representam dele¢des detectadas por FISH ou andlise

quantitativa de microssatélites. Abreviaturas: GB — glioblastoma, GBO - glioblastoma com

componente oligodendroglial.

Figura 9 — Resultado final da pesquisa de dele¢do nos cromossomos 1p e 19q.
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Legenda: A — Oligodendroglioma grau II com o aspecto classico das células com halos claros
perinucleares (HE x 200). B - Sua respectiva hibridizagdo mostrando dele¢do de 1p36 (1 sinal
vermelho, seta). C e D — Glioblastoma com componente oligodendroglial, area de aspecto astrocitico
(HE x 200). A hibridizagao correspondente mostra dele¢do de 19q (1 sinal vermelho, seta). E —
Glioblastoma convencional, hibridizagdo com a sonda LSI 19q13/19p13 mostrando 19q intacto (2
sinais vermelhos e 2 verdes). F — Glioblastoma convencional com deleg¢do de 19q (sinal vermelho —

locus alvo, sinais verdes — locus referéncia).

Figura 10 — Hibridiza¢es in situ fluorescentes.
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45 RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA

Na andlise de sobrevida foram analisados os dados de 88 pacientes. Destes, 9

(10,2%) foram censurados. A sobrevida média global foi de 13,8 meses (+ 1,2), com

indice de sobrevida em 36 meses de 2,9% (Figura 11).

Sobrevida acumulada

Figura 11 -
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A Tabela 5 apresenta o risco de dbito associado ao grupo etério verificado por

meio das razdes de risco (HR). Observa-se que existe tendéncia a aumento do risco

na medida em que aumenta a faixa etaria (p para y” de tendéncia linear = 0,03).
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Tabela 4 - Risco de 6bito para os grupos etarios.

Faixa etaria N HR IC 95%
0-9 1 1,00

10-19 2 4,37 0,38 -50,08
20-29 1 14,66 0,86 — 249,01
30-39 8 2,68 0,31-23,00
40-49 17 2,68 0,35-20,62
50-59 24 4,00 0,52 -230,78
60-69 23 4,97 0,65 -38,03
70-79 11 5,32 0,66 — 43,10
80-89 1 13,88 0,82 — 235,52
x? tendéncia linear p=0,03

A seguir, podem ser observados os resultados da analise de sobrevida pelo
método de Kaplan-Meier com estratificagdo. O resultado do teste Log-rank ¢
apresentado na parte inferior dos graficos. Para a andlise dos graficos, devem ser
observadas as diferengas entre as curvas de sobrevida. A curva superior representa o
grupo com melhor resultado.

Na Figura 12 apresenta-se o resultado da aplicagdo do método de Kaplan-
Meier para a varidvel idade. Os individuos foram categorizados em dois grupos:
idade até 45 anos e idade maior que 45 anos. Observa-se que o grupo com idade até
45 anos apresenta uma sobrevida maior. A realizacdo do teste log-rank mostrou que
a diferenca entre os grupos ¢ significativa (p = 0,013). A média de sobrevida para o

grupo com idade até 45 anos foi de 18,5 meses (£ 2,7) e para o grupo com mais de 45

anos, 12,5 meses (£ 1,3).
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Figura 12 — Curvas de sobrevida segundo a idade (até 45 anos ¢ mais de 45 anos).

Quanto a varidvel género, o banco de dados ¢ composto por 36 mulheres e 52
homens. Para o grupo dos homens a sobrevida média foi de 13,6 meses (£ 1,4) e para
o grupo das mulheres de 14,0 meses (+1,8). O teste log-rank mostrou ndo haver

diferenca estatisticamente significativa no tempo de sobrevida segundo o género (p =

0,941) (Figura 13).
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Figura 13 — Curvas de sobrevida segundo o género.

A variavel localizagdo do tumor foi categorizada em dois grupos: tumor com
localizagdo em apenas um lobo e tumor com localizagdo combinada, ou seja,
comprometendo mais de um lobo (incluindo nesta categoria os 3 casos com
localizagdo multifocal). Verificou-se que a sobrevida média para o grupo com
tumores com localizacdo em mais de um lobo foi de 13,2 meses (£ 1,4) e de 14,2
meses (£ 1,7) no grupo com tumores localizados em apenas um lobo. Nao se
observou, no entanto, diferenca estatisticamente significativa entre as curvas (p =
0,688) (Figura 14). Ao considerar os varios lobos isoladamente (frontal, temporal,
parietal, occipital) e a localizacdo combinada, também foi observado que ndo ha

diferenga estatisticamente significativa entre as curvas (p = 0,538) (Figura 15).
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Figura 14 — Curvas de sobrevida segundo a localizagdo do tumor (um lobo

localizagdo combinada).
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Figura 15 - Curvas de sobrevida segundo a localizagdo do tumor (frontal parietal,

temporal, occipital, combinada).

Quanto ao tratamento adjuvante, observou-se que 16 pacientes ndo realizaram
tratamento adjuvante, 58 realizaram somente radioterapia e 12 realizaram
radioterapia e quimioterapia. A sobrevida média estimada no grupo que nao realizou
nenhum tratamento adjuvante foi de 5,3 meses (£ 1,9). No grupo que realizou
somente radioterapia verificou-se sobrevida média de 14,7 meses (+ 1,5) e no grupo
que realizou radioterapia e quimioterapia a sobrevida média foi de 21,7 (£ 2,4).
Verificou-se por meio do teste log-rank que ha diferenca estatisticamente

significativa entre as curvas (p = 0,001) (Figura 16).
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Figura 16 — Curvas de sobrevida segundo o tratamento adjuvante.

A sobrevida média no grupo que fez resseccao subtotal (40 pacientes) foi de
12,1 meses (+2,1) e no grupo que fez ressec¢do total (41 pacientes) 15,6 meses
(£1,6). Verificou-se que nao ha diferenca estatisticamente significativa entre as

curvas de sobrevida segundo extensdo da ressecgdo (p=0,09) (Figura 17).
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Figura 17 — Curvas de sobrevida segundo a extensdo da ressecgao.

A sobrevida média para cada grupo, segundo a histologia, foi de 14,9 meses
(x 1,9) para o grupo com diagnostico de glioblastoma com componente
oligodendroglial (24 pacientes) e de 13,5 meses (% 1,4) para o grupo com diagnostico
de glioblastoma convencional (64 pacientes). Nao foi verificada diferenca

significativa entre as curvas (p = 0,566) (Figura 18).
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Figura 18 — Curvas de sobrevida segundo o diagnoéstico histologico.

Dos 88 pacientes do banco de dados, obteve-se resultado na pesquisa da
delecdo do 1p em 75 pacientes. Destes, somente 8 apresentaram dele¢do do 1p. No
grupo sem delecdo a sobrevida média foi de 14,4 meses (£ 1,3). No grupo com
delecdo de 1p a sobrevida média foi de 15,1 meses (£ 4,4). Nao se verificou

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos segundo a delegdo de 1p (p =

0,894) (Figura 19).
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Figura 19 — Curvas de sobrevida segundo o status do cromossomo 1p.

Dos 88 pacientes do banco de dados, obteve-se resultado na pesquisa da
dele¢dao do 19q em 73 pacientes. Destes, somente 9 apresentaram dele¢do do 19q. No
grupo sem dele¢do a sobrevida média foi de 14,2 meses (£ 1,4). No grupo com
delecdo de 19q a sobrevida média foi de 17,7 meses ( 2,8). Nao se verificou

diferencga estatisticamente significativa entre os grupos segundo a dele¢do de 19q (p

=0,372) (Figura 20).
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Figura 20 — Curvas de sobrevida segundo o status do cromossomo 19q.

Para avaliar o efeito das covariaveis no tempo de sobrevida, aplicou-se um
modelo de regressdo de Cox. Foram utilizadas no modelo as seguintes variaveis:
idade, género, diagnostico histopatologico, localizagdo, tratamento adjuvante,
extensao da ressec¢ao, status de 1p e status de 19q. Nesta analise, foram incluidos 67
pacientes e os resultados podem ser visualizados na Tabela 6. Os resultados da
analise multipla mostraram que os pacientes que ndo fizeram tratamento adjuvante
apresentaram um risco 6,39 vezes maior do que aqueles que fizeram radioterapia e
quimioterapia (p<0,001), sendo esta diferenga estatisticamente significativa e que os
pacientes que fizeram somente radioterapia tém um risco 1,25 vezes maior do que os
que fizeram radioterapia e quimioterapia (p=0,577). Quanto a variavel idade,

verificou-se um risco 2,49 vezes maior de 6bito entre os pacientes com mais de 45

anos. Esta diferenca também foi estatisticamente significativa (p=0,008). Os
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pacientes com diagnoéstico histopatologico de glioblastoma convencional mostraram
um risco 1,29 vezes maior de ir a 6bito do que os pacientes com glioblastoma com
componente oligodendroglial, porém esta diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Nao houve diferengca de risco estatisticamente significativa para as
variaveis: género, extensao da resseccdo, localizagdo do tumor, status de 1p e status
de 19q.

Também nao foi verificada correlacdo estatisticamente significativa entre as

variaveis do estudo, considerando todos os pacientes envolvidos na analise.

Tabela 5 - Resultados da analise multipla.

Idade

Até 45 anos 1,00

Mais de 45 anos 2,49 (1,26 —4,91) 0.008
Género

Feminino 1,00

Masculino 0,96 (0,54 - 1,72) 0.896
Diagnostico Histopatoldgico

GBO 1,00

GB 1,29 (0,62 —2,69) 0.489
Tratamento adjuvante

RT+QT 1,00

RT 1,25 (0,57 —2,71) 0.577

Nenhum 6,39 (2,34 — 17,45) 0.001
Extensdo da Resseccao

Total 1,00

Subtotal 1,13 (0,64 — 1,99) 0.675
Status 1p

Deletado 1,00

Nao deletado 0,71 (0,29 —1,71) 0.439
Status 19q

Deletado 1,00

Nao Deletado 0,93 (0,38 —2,24) 0.868
Localizagéo
Mais um lobo 1,00
Um lobo 0,66 (0,37 —1,16) 0.149
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Ainda na andlise de sobrevida, foi realizada uma analise independente
separando os pacientes em dois grupos, aqueles com mais de 45 anos e aqueles com
menos de 45 anos. Também foi realizada uma analise independente separando os
pacientes em dois grupos quanto ao diagnostico histologico (GB e GBO).

Os pacientes com até 45 anos (23 pacientes) compreenderam 26,1% do total
de pacientes, sendo 8 do género feminino ¢ 15 do género masculino. Doze foram
submetidos a ressecgdo total e 8 a resseccdo subtotal. Neste grupo de pacientes, os
tumores envolveram com maior freqiiéncia mais de um lobo (localizagdo combinada
- 11 pacientes). Com relagdo ao tratamento adjuvante, 52% dos pacientes com até 45
anos realizaram somente radioterapia e 17,4% foram submetidos a radioterapia e
quimioterapia. Foram observados 14 pacientes com glioblastomas convencionais e 9
com diagnoéstico de GBO. Trés pacientes apresentaram tumores com delecdo de 1p e
4 apresentaram tumores com com dele¢do de 19q. A andlise de sobrevida para este
grupo de pacientes mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
tempo de sobrevida para nenhuma das categorias de cada varidvel analisada.
Também ndo foi observada correlacdo estatisticamente significativa entre as
variaveis.

Quanto aos pacientes com mais de 45 anos, estes representaram 73,9% (65
pacientes) do total de pacientes, sendo 37 do gé€nero masculino ¢ 28 do género
feminino. Observou-se que as localizagdes mais freqiientes neste grupo foram: a
combinada em mais de um lobo (27 pacientes) e a frontal (16 pacientes). Para 61
pacientes com mais de 45 anos a informagdo sobre a extensdao da ressecc¢do estava
disponivel. Destes, 32 realizaram resseccao subtotal e 29, resseccao total. Quarenta e

seis pacientes (70,1%) realizaram somente radioterapia como tratamento adjuvante.
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Cinqiienta pacientes (76,9%) tiveram diagndstico histologico de GB e 15 pacientes
de GBO. Cinco pacientes apresentaram tumores com delecdo de Ip e 5 pacientes
tumores com deleg¢do de 19q, sendo apenas um dos casos uma codele¢dao de 1p/19q.
A analise de sobrevida neste grupo mostrou diferenga estatisticamente significativa
no tempo de sobrevida para a varidvel tratamento adjuvante (p<0,001). Ao analisar a
correlacdo entre as varidveis no grupo com mais de 45 anos, observou-se que esta foi
estatisticamente significativa entre localizacdo e o status de 1p deletado (p = 0,010).
Para investigar qual das localiza¢des estava associada com a dele¢do de 1p, ajustou-
se um modelo de regressao logistica por meio do qual se pdde verificar a associagao
entre as localizagdes combinada e frontal com a dele¢ao de 1p (p=0,016 ¢ p=0,048,
respectivamente).

Entre os 64 pacientes com diagndstico glioblastoma convencional, a idade
média foi de 54,8 anos (+ 15,3). Cinqlienta pacientes (78,1%) tinham mais de 45
anos e 14 pacientes possuiam idade até 45 anos. Com relagdo ao género, 27 pacientes
(42,2%) eram mulheres e 37 (57,8%) eram homens. As localizagdes mais freqiientes
foram: combinada envolvendo mais de um lobo (27 pacientes) e frontal (15
pacientes). Quanto a resseccdo, 30 pacientes foram submetidos a ressec¢do subtotal e
33, a ressecc¢ao total (a informagdo sobre a extensao da resseccdo nao estava
disponivel para um paciente). Quatro pacientes apresentaram tumores com delecdo
de Ip e 5 apresentaram dele¢do de 19q. Quarenta e cinco pacientes fizeram
tratamento adjuvante com radioterapia e 7 com radio e quimioterapia. Na andlise de
sobrevida para este grupo, apenas o tratamento adjuvante mostrou ter impacto
estatisticamente significativo na sobrevida (p<0,001). Nao foi observada correlagao

estatisticamente significativa entre as varidveis analisadas.
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Entre os 24 pacientes com diagndstico de GBO a idade média foi de 52,3
anos (£ 2,8). Destes, 9 pacientes possuiam idade até 45 anos e 15, mais de 45 anos;
15 eram do género masculino e 9, do género feminino. A localizacdo mais freqiiente
foi a combinada (11 pacientes). Oito pacientes foram submetidos a ressecgdo total e
10 a ressec¢do subtotal (esta informacdo ndo estava disponivel para 6 dos 24
pacientes). Treze pacientes foram submetidos a radioterapia e 5 & RT e QT. Trés
pacientes apresentaram tumores com delecdo isolada de 1p e outros 3 apresentaram
tumores com dele¢do isolada de 19q. Um paciente apresentou tumor com codele¢do
de 1p/19q. A analise de sobrevida no grupo com diagndstico de GBO mostrou que
houve diferenca estatisticamente significativa para a variavel idade, com os pacientes
com menos de 45 anos apresentando sobrevida significativamente maior que aqueles
com mais de 45 anos (p=0,017). Nao foi observada correlagdo estatisticamente
significativa entre as varidveis analisadas.

Por meio do teste t para dados independentes pode-se verificar que ndo ha
diferencga estatisticamente significativa entre a idade dos pacientes nos grupos com
diagndstico de glioblastoma convencional e glioblastoma com componente
oligodendroglial (p = 0,490).

Para verificar se as freqiiéncias de delecao nos grupos com diagnostico de GB
e GBO eram iguais foi utilizado um teste Z de diferenca entre proporg¢des. Verificou-
se que a freqiiéncia de delecdo de 1p e 19 q para os dois grupos de diagnostico
histopatologico (GB e GBO) ndo ¢ estatisticamente significativa (p = 0,130 e 0,225,

respectivamente).
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Tabela 6 — Comparagdo entre as caracteristicas dos glioblastomas convencionais e
glioblastomas com componente oligodendroglial.

Idade média (anos) 54,8(+ 15,3) 52,3(+2,8) 0,490
Delegdo 1p (%) 7,4 19,0 0,130
Delegio 19q (%) 9.4 20,0 0,225
Sobrevida média (meses) 13,5(x 1,4) 14,9(x 1,9) 0,566
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5 DISCUSSAO

O estudo desta série de glioblastomas mostrou que a idade dos pacientes
ainda ¢ um dos fatores prognosticos mais relevantes, apesar de outras caracteristicas
clinicas também ter influéncia na sobrevida. Nenhum dado genético ou molecular
tem mostrado, at¢ o momento, importancia significativa quando comparado com esta
caracteristica clinica. Como ja mencionado, no estudo populacional realizado por
OHGAKI et al. (2004), a idade foi o fator progndstico mais significativo. Alguns
ensaios clinicos ndo t€ém mostrado este efeito da idade na sobrevida, mas isto pode
ser devido ao fato de que os pacientes elegiveis para os ensaios sdo geralmente mais
jovens e com melhor status funcional. Além disso, os pacientes mais idosos tendem a
receber tratamentos menos agressivos. Analises retrospectivas utilizando dados
coletados em estudos mais antigos, quando a radioterapia ainda ndo era realizada de
rotina em todos os pacientes, demonstraram que, nos pacientes tratados apenas com
cirurgia, o tempo de sobrevida ndo estava significativamente relacionado com a
idade, o que sugere que a resisténcia ao tratamento adjuvante deve ser um dos fatores
responsaveis pela menor sobrevida observada nos pacientes mais idosos. Entre as
hipoteses ja levantadas para justificar este dado estd a de que as diferencas na
patologia molecular dos gliomas poderiam estar relacionadas com a sensibilidade aos
tratamentos citotoxicos (BARKER et al. 2001). Mais recentemente, o papel das
alteracdes moleculares em pacientes com glioblastomas com menos de 50 anos foi
avaliado por KORSHUNOV et al. (2005). Neste estudo, os tumores dos pacientes

com mais de 40 anos mostraram frequentemente amplificagdo de EGFR, perdas em
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9p e 10q e ganhos no cromossomo 19, alteragdes estas relacionadas com menor
sobrevida. As perdas em 19q foram observadas apenas nos tumores de pacientes com
menos de 40 anos. Estes dados sugeriram que o significado prognéstico de uma
determinada alteragdo genética/molecular pode ser diferente em pacientes com
menos de 50 anos. Para avaliar o impacto das alteracdes genéticas de 1p/19q em
pacientes de diferentes grupos etdrios na presente série de glioblastomas, foi
realizada também uma andlise de sobrevida dividindo-se os pacientes em 2 grupos:
aqueles com menos de 45 anos e aqueles com mais de 45 anos. Porém, o status de 1p
e 19q ndo mostrou correlagdo com a sobrevida em nenhum dos grupos etarios.

O papel da radioterapia como adjuvante no tratamento dos pacientes com
glioblastomas ja estd bem estabelecido, porém a resposta ¢ variavel. Além da idade,
outras variaveis clinicas que podem predizer uma melhor resposta a radioterapia
incluem o status funcional pré-operatério e a extensao da ressec¢do (BARKER et al.
2001). SHIH et al. 2005 investigaram o impacto das altera¢des genéticas dos tumores
na resposta a radioterapia, porém sem um resultado consistente. A quimioterapia
também pode ser utilizada no tratamento adjuvante inicial, dependendo do status
funcional do paciente. No entanto, apenas um pequeno grupo de pacientes (cerca de
10%) vai apresentar algum prolongamento da sobrevida com a quimioterapia
adjuvante. As drogas mais comumente empregadas sdo as nitrosureas, que produzem
seu efeito citotoxico através da metilagdo do DNA, sendo as duas principais drogas
desta classe a Carmustina (BCNU) e a lomustina (CCNU). A temozolamida, um dos
novos agentes alquilantes que vem sendo utilizado no tratamento quimioterapico, ja
mostrou contribuir para a melhora da qualidade de vida dos pacientes e recentemente

foi sugerido que a sua administracdo concomitante com a radioterapia, uma nova
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abordagem, aumenta significativamente a sobrevida (STUPP et al. 2005; MATHIEU
e FORTIN 2006). Entre os mecanismos de quimiorresisténcia ja caracterizados nos
tumores astrociticos estd a expressio de MGMT (O°-metilguanina-DNA-
metiltransferase), que media a resisténcia aos agentes alquilantes removendo os
grupos alquil do DNA e criando um fendtipo resistente. O silenciamento epigenético
do gene de reparo MGMT através de metilagdo do promotor compromete o reparo do
DNA ¢ tem sido associado com sobrevida prolongada nos pacientes com
glioblastomas que recebem agentes alquilantes (MATHIEU e FORTIN 2006). HEGI
et al. (2005) mostraram que os pacientes com glioblastomas contendo um promotor
de MGMT metilado foram beneficiados pelo tratamento com temozolamida. A
presente série de glioblastomas mostrou que os pacientes tratados com radioterapia
adjuvante e quimioterapia ou somente com radioterapia adjuvante tiveram sobrevida
mais prolongada do que aqueles submetidos apenas a ressec¢o cirargica, sendo este
resultado estatisticamente significativo. No entanto, deve-se observar que poucos
pacientes receberam quimioterapia, muitos provavelmente no momento da
recorréncia, podendo haver uma influéncia importante do status funcional e da idade
na selecdo dos tratamentos realizados. Além disso, esta série compreendeu um
periodo muito longo (1980-2003) e os pacientes que receberam quimioterapia
correspondem aos casos mais recentes, diagnosticados a partir de 1997. Este dado
permite considerar que mudancas no cuidado médico ao longo do tempo também
possam ter influéncia na sobrevida dos pacientes. Os agentes quimioterapicos
utilizados compreenderam nitrosureas, o esquema PCV (que ¢ um esquema
combinado para aumentar a eficacia das nitrosureas), a temozolamida e ainda outras

combinagdes de varias drogas, incluindo sais de platinum, etoposide, nitrosureas, etc.



&9

Os pacientes que foram tratados apenas com cirurgia, sem relato no prontudrio de
tratamento adjuvante, foram os que apresentaram a menor sobrevida. Entre estes,
apenas 4 foram Obitos dentro do primeiro més apds a cirurgia. Este dado pode
parecer impreciso ja que o tratamento padrdo consiste de cirurgia seguida de
radioterapia, porém como discutido acima, as abordagens terapéuticas e o acesso aos
tratamentos complementares podem ter variado ao longo do tempo. Certamente o
desenho deste estudo ndo ¢ adequado para fazer uma avaliagdo sobre o papel dos
tratamentos adjuvantes, porém esta foi uma varidvel que mostrou ser um fator
prognostico independente.

Um dos principais objetivos deste estudo foi analisar o perfil das alteragdes
genéticas nos cromossomos Ip e 19q em um grupo de tumores classificados como
glioblastomas convencionais e glioblastomas com componente oligodendroglial.
Apesar de séries anteriormente estudadas demonstrarem que a presenca do
componente oligodendroglial esta associada com maior sobrevida pos-operatdria
(KRAUS et al. 2001; PINTO e CHIMELLI 2004; HILTON et al. 2004) esta
diferenga ndo foi estatisticamente significativa nos casos deste estudo, embora a
sobrevida média dos pacientes com GBO tenha sido ligeiramente maior. A
freqliéncia das alteragdes genéticas nos cromossomos 1p e 19q também ndo foi
significativamente diferente nos 2 grupos (p= 0,065) e, de um modo geral, os
glioblastomas com componente oligodendroglial apresentaram um perfil de
alteracdes genéticas nos cromossomos 1 e 19 semelhante aquele observado nos
tumores com morfologia convencional. Este dado ndo corrobora os achados descritos
nos estudos iniciais sobre as alteragdes genéticas e moleculares observadas nos GBO,

que sugeriam que estes tumores teriam uma alta freqiiéncia de LOH nos



90

cromossomos 1p e 19q, quando comparados aos GB convencionais, além das
alteragoes habitualmente observadas de EGFR, PTEN, CDKN2A, etc (HE et al.
2001, KRAUS et al. 2001). Recentemente, HOMMA et al. (2006) detectaram a
presenga de um componente oligodendroglial em 20% dos glioblastomas estudados e
observaram que os pacientes deste grupo tiveram sobrevida significativamente mais
longa. Porém, a analise multivariada com ajuste para idade e género mostrou que a
presenga do componente oligodendroglial nao foi preditiva de maior sobrevida. Além
disso, este estudo também ndo mostrou diferenca na freqiiéncia de alteragdes
genéticas (perda no 1p e/ou 19q) entre os glioblastomas com e sem componente
oligodendroglial, resultado semelhante ao observado no presente estudo. E possivel
que os primeiros estudos que descreveram uma maior freqii€ncia de alteragdes em 1p
e 19 q nos glioblastomas com componente oligodendroglial tenham um viés na
selecdo dos casos, com a inclusdo de tumores que numa avaliacdo mais criteriosa
poderiam ser classificados como oligodendrogliomas ou oligoastrocitomas
anaplasicos. Sabe-se que os critérios histolégicos para a classificagdo dos
glioblastomas com componente oligodendroglial sdo pouco definidos e subjetivos.
Além disso, a classificagdo da OMS ¢ imprecisa na defini¢do das caracteristicas dos
gliomas hibridos oligoastrociticos, sendo tradicionalmente criticada pela sua falta de
reprodutibilidade (COONS et al. 1997; DAUMAS-DUPORT et al. 2000).

SCHMIDT et al. (2002) avaliaram a relagdo das alteracdes genéticas e
moleculares com o prognostico nos glioblastomas e identificaram a codelegdo de
1p/19q em apenas 5 entre 73 glioblastomas. A codelecao estava associada com maior
sobrevida, o que nao foi observado nos casos com perdas isoladas de 1p ou 19 q, que

nao mostraram impacto na sobrevida dos pacientes com glioblastomas. No entanto,
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este dado ndo estd de acordo com as observagdes feitas em séries posteriores, que
incluiram o estudo das alteragdes genéticas de 1p/19q em gliomas com graus e
histologia variados e falharam em mostrar uma associacdo destas alteragdes com
tumores que ndo fossem oligodendrogliomas, nem mesmo naqueles casos designados
como glioblastomas com componente oligodendroglial (FULLER et al. 2003;
WALKER et al. 2003; BARBASHINA et al. 2005). O estudo de FULLER et al.
(2003), que envolveu gliomas morfologicamente ambiguos com caracteristicas
hibridas oligo-astrociticas e graus variando de II a IV mostrou que a codeleciao de
1p/19q nao foi observada nos tumores grau IV, enquanto a dele¢do isolada de 19q
estava presente predominantemente nos tumores graus III e IV. Os autores também
procuraram por potenciais associagdes entre a morfologia e a genética, porém os
poucos casos que apresentaram codelecdo de 1p/19q ndo possuiam aspecto mais
obviamente oligodendroglial do que os demais. O Unico parametro histologico,
portanto, que apresentou uma correlagdo clara com os achados genéticos foi o grau
tumoral. No entanto, os autores chamaram aten¢do para o fato de que alguns dos
pacientes com tumores grau IV sobreviveram por longo periodo, o que seria uma
evidéncia de que a presenga de caracteristicas fenotipicas oligodendrogliais no
tumor, mesmo sendo um dado subjetivo, poderia ser um indicativo de melhor
prognodstico num subgrupo de glioblastomas. No estudo de WALKER et al. (2003),
os glioblastomas com componente oligodendroglial (7 tumores), mostraram apenas
perdas no cromossomo 10, sem evidéncia de perdas em 1p e 19q, tanto no
componente astrocitico quanto no oligodendroglial, que foram avaliados
separadamente. Mais recentemente MCDONALD et al. (2005) demonstraram que a

presenga de codelecdes em 1p/19q s6 tem impacto prognostico em tumores com
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histologia oligodendroglial classica. Este estudo tenta avangar na questao do valor da
delecdo de 1p/19q na classificacdo de tumores com morfologia ambigua, ou seja,
com caracteristicas intermedidrias entre tumores astrociticos e oligodendrogliais,
dado até entdo de significado incerto. Porém, a delecdo de 1p/19q ndo mostrou
associagdo com o prognostico em pacientes com tumores considerados ndo classicos
na revisdo histopatoldgica, enquanto naqueles com histologia classica a sobrevida era
significativamente mais longa. Mesmo nos pacientes com 1p/19q intacto, a presenga
da histologia oligodendroglial classica foi indicativa de um melhor prognostico. A
razdo para a interagdo entre a o status de 1p/19q e a histologia e seu impacto na
sobrevida dos pacientes ainda ¢ desconhecida e a hipotese destes autores ¢ de que a
auséncia da histologia classica possa refletir alteragdes genéticas adicionais que
modificam tanto o aspecto histoldgico quanto o comportamento biolégico e resposta
ao tratamento destes tumores. O mesmo raciocinio também poderia ser aplicado na
presente série de glioblastomas, onde observamos que nos tumores com morfologia
ambigua, neste caso os glioblastomas com componente oligodendroglial, a presenca
de delegdo em 1p e/ou 19q ndo apresentou impacto significativo na sobrevida, da
mesma forma que nos tumores com morfologia convencional. Codele¢dao de 1p/19q
s6 foi observada em um glioblastoma com componente oligodendroglial, o que
prejudica a avaliacdo do significado da codele¢do na analise de sobrevida. Este
paciente com codele¢do sobreviveu 11 meses ap6s o diagnostico ¢ ndo pode,
portanto, ser caracterizado como tendo uma sobrevida longa em relacdo aos demais.
Embora ndo seja o foco deste estudo, os 5 oligodendrogliomas utilizados como

referéncia para a pesquisa das alteragdes genéticas apresentaram codelegdo de
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1p/19q, tanto nos tumores grau Il quanto grau III, o que estd de acordo com as
observagdes feitas por outros autores.

Os pacientes que apresentaram dele¢dao de 19q na presente série tiveram uma
sobrevida média um pouco mais prolongada do que aqueles sem a delecdo (17,7
meses x 14 meses), porém como ja mencionado, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p=0,372). Nos glioblastomas, esta alteracdo tem sido
observada mais frequentemente nos tumores secundarios, que evoluem a partir de
gliomas de baixo grau. Além disso, a perda de 19q ja foi sugerida por BURTON et
al. (2002) como um marcador de sobrevida longa em pacientes com glioblastomas.
Apenas um glioblastoma desta série foi considerado secundario de acordo com as
informagdes clinicas obtidas. Este tumor (GBO 7631) foi identificado como tendo
um componente oligodendroglial e apresentou perda em 19q detectada tanto por
FISH quanto pela QuMA. Recentemente, MILLER e PERRY (2007) observaram em
um grupo glioblastomas com componente oligodendroglial que estes tumores
apresentavam mais frequentemente perdas isoladas de 19q (21% de 58 tumores
analisados), porém como a ocorréncia desta alteragdo ndo foi muito comum, nio
pode ser utilizada como um marcador genético confiavel para o estabelecimento do
diagnostico.

Apobs estas consideragdes, pode-se concluir que os glioblastomas com
componente oligodendroglial possuem um perfil de alteracdes genéticas que mais se
assemelha aos tumores astrociticos do que aos oligodendrogliais. Os intimeros
estudos genéticos ja realizados em gliomas, particularmente aqueles que tentam
identificar as regides de dele¢do no cromossomo 1p, tém verificado que o brago curto

do cromossomo 1 pode apresentar dois padrdes distintos de delegdo. Um padrao seria
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o de perdas completas do brago 1p, frequentemente associadas as perdas de 19q e
classicamente descritas nos oligodendrogliomas. O outro padrdo seria o de perdas
parciais, freqiientemente observadas nos tumores astrociticos e nao associadas com
delecao de 19q. Enquanto o primeiro tipo de delegdo tem se mostrado um fator
preditivo de maior sobrevida nos tumores oligodendrogliais, o segundo tipo de
dele¢do ja foi inclusive sugerido como um indicativo de pior progndstico (IUCHI et
al. 2002; IDBAIH et al. 2005; BARBASHINA et al. 2005). O estudo de IDBAIH et
al. (2005) mostrou que o padriao de perda parcial de 1p foi mais freqiientemente
observado nos astrocitomas, mas também esteve presente nos oligodendrogliomas. O
grupo sem perda de 1p foi representado principalmente por tumores astrociticos
(70%). O padrao com associagdo entre delecdo completa de 1p e 19q foi observado
mais freqlientemente nos oligodendrogliomas e em alguns oligoastrocitomas, sendo
raramente observado em tumores astrociticos puros (nenhum astrocitoma grau II ou
IIT e somente em 2 entre 35 glioblastomas). Embora o desenho do presente estudo
tenha proposto a utilizagdo da analise quantitativa de microssatélites, o que permitiria
verificar ndo apenas a presenca de perdas em lp e 19q, mas também identificar as
regides envolvidas nas delegcdes, o pequeno nimero de marcadores disponiveis
somando-se ao fato de que nem todos os casos testados tiveram amplificagdo
adequada de todos os locus estudados, tornou limitada a avaliagdo das regides
envolvidas nas delecdes e, portanto, ndo ¢ possivel afirmar que a abordagem
realizada tenha sido adequada para a distingdo entre estes 2 tipos de delecdo descritas
no cromossomo 1. No entanto, foi observado que a perda em 1p, quando detectada
através da analise quantitativa de microssatélites, envolveu poucos loci, em geral

compreendidos na regido 1p36. Apenas um glioblastoma convencional (GB 9653)
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apresentou perdas envolvendo marcadores localizados nas regides 1p36 e 1p34.
Nenhum glioblastoma, seja com morfologia convencional ou com areas
oligodendrogliais, apresentou perda completa do brago 1p, diferente do que foi
observado nos oligodendrogliomas testados, nos quais as dele¢des, quando
identificadas por QuMA, mostraram envolvimento de um maior nimero de
marcadores, em um dos casos revelando uma perda completa do brago 1p associada a
perda também completa de 19q. A andlise utilizando FISH também ndo permite
distinguir entre os 2 padrdes de delecdo, ja que somente a regido 1p36 pdde ser
avaliada. Esta limitacdo estd presente em todos os estudos que utilizam FISH para a
pesquisa de delecao em 1p e 19q. Se a abordagem utilizada ndo foi suficiente para
distinguir entre os padrdes de delecdo nos bracos cromossdmicos (total x parcial),
tampouco foi possivel construir um mapa de dele¢do adequado para a identificagdo
de regides de delecdo minima, as quais poderiam conter genes supressores
candidatos. O numero de casos com dele¢des também foi pequeno, o que também
ndo contribui para o mapeamento das regides. Uma das questdes que permanecem
nao respondidas em relagdo a perda de 1p/19q nos tumores oligodendrogliais ¢ a
questdo dos genes supressores tumorais presentes nas regides de delecdo cuja perda
esta envolvida na patogénese destes tumores ¢ que ainda ndo foram identificados,
apesar de varias tentativas ja realizadas (ALDAPE et al. 2007). Uma das abordagens
mais freqiientemente empregadas nestas tentativas consiste em identificar regioes de
delecdo minima, que muitas vezes sdo mais facilmente observadas em tumores
astrociticos. A partir do refinamento destas regides, os genes candidatos da regido
sdo submetidos a analise mutacional (HASHIMOTO et al. 2003; FELSBERG et al.

2004; BARBASHINA et al. 2005). Uma abordagem mais recente foi aquela proposta
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por TEWS et al. (2006) que avaliou o perfil de expressio génica de gliomas
utilizando ¢cDNA microarray, procurando especificamente por diferengas no padrdo
de expressao entre tumores com e sem perda de 1p/19q, numa tentativa de identificar
novos genes candidatos mapeados em 1p e 19q. Uma caracteristica importante na
constru¢do deste microarranjo foi o fato de cobrir todos os genes localizados nos
segmentos cromossdmicos previamente identificados como sendo as regides de
delecdo comum nos gliomas. Oito genes foram identificados dentro de 1p36.13-
p36.31 ou 19q13.2-q13.33, todos mostrando expressao significativamente menor em
gliomas com perda de 1p/19q, quando comparados aos gliomas sem perda.

Uma outra avaliagdo realizada no presente estudo consistiu em verificar se
haveria diferenca entre o perfil das alteragdes de 1p/19q nas diferentes areas do
mesmo tumor, ou seja, diferencas entre os componentes astrocitico e
oligodendroglial nos tumores com morfologia ambigua representados nesta série
pelos glioblastomas com componente oligodendroglial. Tanto a QuMA por PCR em
tempo real quanto a FISH foram empregados nesta avaliacdo. Para a analise
quantitativa de microssatélites o DNA utilizado foi proveniente de ambos os
componentes, manualmente dissecados e submetidos a reagdes de PCR em tempo
real separadamente. Este método foi de dificil interpretagdo e, como explicado nos
resultados, embora o componente astrocitico dos tumores tenha apresentado mais
freqlientemente delegdes por este método, considerando apenas os tumores que se
encaixaram rigorosamente no critério adotado de 2 locus deletados consecutivos,
estes resultados ndo puderam ser valorizados devido a pouca freqiiéncia de tumores
com delegdes e por haver tumores que ndo tiveram todos os locus determinados. A

correlagdo com os resultados de FISH foi considerada, portanto, fundamental para a
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avaliagdo dos resultados. Na analise por hibridizagdo in situ fluorescente, os tumores
com componentes astrocitico e oligodendroglial tiveram estas areas avaliadas
separadamente, porém ndo foi observada diferenga no status de 1p ou 19q entre os
dois componentes. Embora se considerasse inicialmente que a avaliagdo dos
componentes astrocitico e oligodendroglial em tumores com morfologia ambigua
pudesse trazer contribui¢des para o entendimento da sua patogénese, dando suporte
para a hipotese de que os glioblastomas com componente oligodendroglial
evoluiriam através de uma via genética/molecular especifica (HE et al. 2001), esta
hipotese ndo tem sido confirmada. Estudos que utilizaram microdissec¢do dos
tecidos para avaliar os componentes astrocitico e oligodendroglial de gliomas
mostraram que estes componentes parecem ser parte do mesmo processo neoplasico,
ou seja, apresentam alteragdes genéticas semelhantes (WALKER et al. 2003).
Questiona-se atualmente, inclusive, se a entidade oligoastrocitoma realmente existe
do ponto de vista genético ou se representa apenas uma limitagdo da morfologia em
classificar adequadamente estes tumores (ALDAPE et al. 2007).

Algumas consideragdes importantes devem também ser feitas em relagdo as
metodologias utilizadas no estudo desta série de glioblastomas. Foi observado que
nem sempre houve total coincidéncia entre os resultados obtidos com FISH e aqueles
obtidos na andlise quantitativa de microssatélites e critérios tiveram que
estabelecidos para a determinagdo do status de Ip e 19q. Entre as consideragdes
importantes nesta analise, deve-se notar que apenas um microssatélite utilizado para
o cromossomo 1 neste estudo (D1S468) tem correspondéncia com a regido marcada
pela sonda de FISH LSI 1p36 (que cobre a regido 1p36.32). Para esta regido, a FISH

foi, muito provavelmente, um método mais sensivel que a analise de microssatélites,
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ja que a sonda de FISH tem cerca de 400Kb e cobre uma regido muito maior que o
microssatélite D1S468, que tem cerca de 150bp (tamanho médio dos microssatélites
utilizados). As demais regides de 1p estudadas com a QuMA ndo estdo dentro da
regido compreendida pela sonda de FISH e, portanto, ndo ha como esperar
correspondéncia entre os métodos para estas outras regides (1p36.22, 1p36.13,
1p36.12, 1p34.2, 1p31.1 e 1pl2). Para a regido 19q13.32, marcada pela sonda de
FISH LSI 19q13, n3o havia um microssatélite correspondente, no entanto, foram
usados microssatélites mapeados nas regides 19q13.31(D19S408) e 19q13.33
(D19S867), que flanqueiam a regido da sonda (19q13.32). Desta forma, os resultados
da analise quantitativa de microssatélites tiveram que ser considerados como validos
sempre que a sonda de FISH nd3o correspondia a regido deletada em questdo
(mostrada pela analise quantitativa de microssatélites). Por outro lado, FISH foi um
método mais sensivel quando consideradas as regides englobadas pelas sondas,
independente do resultado da QuMA.

Como foi comentado, uma das limitagdes encontradas foi a dificuldade de
avaliar os padrdes de dele¢ao no cromossomo 1, ou seja, se as delecdes observadas
eram delecdes mais extensas do braco cromossomico ou delegdes parciais,
envolvendo apenas algumas regides. Esta avaliacao foi dependente principalmente da
analise quantitativa de microssatélites, em que foram utilizados oligonucleotideos
mapeando varias regides do cromossomo 1lp, a maior parte deles localizados na
regido 1p36. A dificuldade de amplificagdo com alguns dos marcadores inicialmente
testados, associada aos problemas na qualidade do DNA obtido, limitou bastante a
interpretacdo dos resultados deste experimento e foi necessaria uma estreita

correlacdo com os resultados da hibridiza¢ao in situ fluorescente. Sabe-se que a
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obtengdo de DNA gendmico de boa qualidade a partir de blocos de parafina pode ser
dificil de ser conseguida (WU et al. 2002). FARRAND et al (2002) observaram que
um minimo de 600 pg de DNA amplificavel por PCR ¢ necessario para a obtengdo de
resultados confiaveis em andlises de LOH. Mesmo que as concentragdes totais de
DNA obtidas excedam este valor, nem sempre este DNA ¢ amplificavel, em especial
nas amostras obtidas de blocos de parafina, que podem ser dificeis ou impossiveis de
amplificar, particularmente com marcadores de microssatélites longos, o que pode
tornar até cerca de 50% das amostras obtidas a partir de blocos de parafina
improprias para os estudos de LOH. Entre os fatores que podem ser responsaveis por
problemas na amplificacdo destes espécimens estdo a degradagdo e a quebra do
DNA, seqiiestro do DNA em complexos proteina - DNA, modificagdes quimicas do
DNA ¢ a presenca de inibidores da PCR contidos nos fixadores. A quantifica¢dao do
DNA antes da PCR ajuda muito pouco nesta questdo, pois nao ¢ capaz de detectar
amostras com DNA degradado ou contendo inibidores da PCR. A amplificagdo
prévia de um fragmento de cerca de 110 bp em dilui¢des seriadas da amostra pode
ajudar a determinar a quantidade de DNA amplificavel. Nas amostras do presente
estudo foi feita uma tentativa de minimizar este problema avaliando a qualidade do
DNA através da amplificacdo de um fragmento do gene albumina (141 bp), porém
mesmo assim ocorreram problemas em alguns casos como: faléncias completas das
reacdes de PCR em tempo real, perdas alélicas aleatdrias, reprodutibilidade pobre de
resultados em alguns casos submetidos a repetigdes e falha em detectar uma parte
dos casos com delecdes, que foram posteriormente detectados através da FISH.
EINERSON et al. (2005) compararam a eficacia das técnicas de PCR e FISH para

detectar a translocagdo t(14;18) em tecidos provenientes de blocos de parafina e
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observaram que ambos os testes estdo sujeitos a falhas técnicas, porém este problema
foi mais significativo com a PCR que, costuma ter um indice de sucesso em torno de
60 - 70%. A FISH também foi afetada pela idade avangada dos blocos no estudo de
EINERSON et al. (2005), porém foi mais sensivel que a PCR por ser capaz de
detectar pontos de quebra fora da regido coberta pela estratégia da PCR. Além da
maior sensibilidade, outra vantagem da técnica de FISH é que estad menos sujeita a
contaminag¢do por células normais, problema que pode nao ser totalmente contornado
pela dissec¢do do tecido nos casos de gliomas, pois estes tumores sdo muito
infiltrativos (PERRY et al. 1997). No presente estudo, em uma parte dos
glioblastomas (18,2%), representados predominantemente por casos mais antigos e,
portanto, com blocos de parafina igualmente antigos, nenhuma das duas técnicas foi
capaz de fornecer resultado. Esta interferéncia da idade dos blocos ficou
especialmente evidente quando a hibridizagao foi realizada no tissue microarray, que
permitiu visualizar hibridiza¢gdes com sinais muito nitidos e sem falhas nos cilindros
de tecido dos casos recentes ao lado de cilindros completamente sem evidéncia de
sinal, provenientes dos blocos mais antigos. Além do melhor desempenho que a
QuMA, a hibridizacdo in situ fluorescente realizada nas condi¢des propostas neste
estudo mostrou ser uma técnica de execucdo relativamente simples e que pode ser
adaptada a rotina do laboratorio de patologia. A pesquisa de dele¢des em 1p/19q nos
gliomas pode, portanto, ser facilmente realizada através de FISH. Embora ainda com
custo elevado, esta técnica pode fornecer dados importantes na avaliagdo do
prognodstico e resposta a quimioterapia dos pacientes com oligodendrogliomas

classicos. Este dado ja esta amplamente descrito na literatura.
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Finalmente, apesar das alteracdes nos cromossomos Ip e 19q nao ter
mostrado impacto no progndstico nesta série de glioblastomas, incluindo aqueles
com areas de aspecto fenotipico oligodendroglial, marcadores genéticos e
moleculares de progndstico ainda sdo escassos nestes tumores e precisam ser mais
bem caracterizados. Nenhuma alteragdo nos glioblastomas tem demonstrado até o
momento ter o mesmo significado no progndstico e na resposta ao tratamento que a
codelecdo de 1p/19 tem para os oligodendrogliomas. Algumas tentativas mais
recentes de tratar os glioblastomas tém focalizado nas vias moleculares com
alteracdes ja identificadas nestes tumores, como a amplificacdo/superexpressao de
EGFR, perda do gene supressor PTEN, mutagdes de TP53, etc. No entanto, ¢é
possivel que devido ao grande nimero de alteragcdes genéticas e moleculares
presentes, a utilizagdo de drogas dirigidas para um tnico alvo ndo altere a sobrevida,
como foi observado com o inibidor de tirosino quinase erlotinib, que bloqueia a
atividade tirosino quinase de EGFR. O melhor entendimento dos alvos moleculares,
associado ao uso de uma combinagdo de agentes pode produzir um melhor resultado
(FRIEDMAN e BIGNER 2005). Os estudos de expressdo génica, da mesma forma
que vao ajudar a identificar os genes supressores responsaveis pelo melhor
progndstico associado as perdas de 1p/19q nos oligodendrogliomas, podem também
ajudar a entender melhor a patogénese e identificar subgrupos com prognostico
distinto entre os glioblastomas. Recentemente, PHILLIPS et al. (2006), utilizando
microarrays de DNA, identificaram nos astrocitomas grau III e IV subclasses
moleculares com valor progndstico, relacionando estas subclasses com a ativacao de
vias de sinalizagdo celular e demonstrando que as subclasses lembram estagios na

neurogénese. Uma das classes tumorais apresentando marcadores de linhagem
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neuronal (assinatura proneural) mostrou maior sobrevida, enquanto as subclasses
relacionadas a um progndstico pobre exibiram marcadores de proliferagdo ou
angiogénese ¢ mesénquima. Além disso, a localizagdo cromossomica dos genes que
distinguiram as subclasses tumorais se relacionou com a alteracdo no niimero de
copias nestes cromossomos no estudo por CGH. Os tumores foram avaliados para
alteracdo no numero de cdpias nos cromossomos 1, 7, 10 e 19. As perdas no
cromossomo 10 e ganhos no cromossomo 7 mostraram associagao com as assinaturas
Proliferativa e Mesenquimal. Também houve associagdo significativa entre o
nimero de copias no cromossomo 19 e a assinatura tumoral, mas nao foram
observadas associa¢des para o cromossomo 1. Avangos no entendimento das vias de
sinalizagdo que determinam o fendtipo astrocitico ou oligodendroglial também vao
permitir uma classificagdo mais precisa dos gliomas, que atualmente ainda ¢ baseada
nos critérios morfologicos. DAI et al. (2005) recapitularam os dois principais tipos
de gliomas humanos em camundongos através da ativacdo constitutiva de uma via de
transducdo de sinal particular em células que expressavam nestina in vivo. A
ativacdo combinada das vias Akt e Ras induziu a formacdo de glioblastomas,
enquanto a ativagdo da via de sinalizacdo de PDGF nas mesmas células deu origem a
oligodendrogliomas. Este estudo corrobora a idéia de que os fendtipos tumorais
distintos sdo, portanto, determinados em grande parte por alteragdes moleculares em
vias de sinalizagdo diferentes e ndo por diferen¢as no tipo de célula de origem.

Em vista das limitagdes e dificuldades que sdo observadas na classificagao
dos gliomas, em particular naqueles com fenétipo hibrido oligo-astrocitico, ¢ preciso
identificar novos marcadores de diagnostico e prognostico, além de refinar os

critérios de diagndstico. A melhor compreensdo da patogénese destes tumores vai
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contribuir para o desenvolvimento de novas classificagdes que integrem os dados
genéticos ¢ moleculares com os dados clinicos ¢ morfologicos. O presente estudo
contribui para o entendimento do perfil genético dos glioblastomas, em especial
aqueles com 4areas de aspecto oligodendroglial, que apesar das caracteristicas
morfologicas hibridas possuem um perfil de alteragdes nos cromossomos 1 e 19

semelhante ao observado nos tumores com morfologia convencional.
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CONCLUSOES

A freqiiéncia das alteragdes nos cromossomos 1p e 19 q nos glioblastomas
com componente oligodendroglial foi semelhante a freqiiéncia observada nos
glioblastomas convencionais. Os glioblastomas com componente
oligodendroglial ndo demonstraram diferenga no padrdo das alteragdes
genéticas estudadas (perda de 1p/19q) entre os componentes astrocitico e

oligodendroglial.

Nos glioblastomas com componente oligodendroglial, o padrdo das delegdes
observadas nos cromossomos 1p e 19q através da andlise quantitativa de
microssatélites ¢ mais condizente com o padrao encontrado nos tumores
astrociticos (deleg¢des parciais), apesar das limitagcdes do desenho do estudo

na avaliacao deste dado.

A presenca de delecdo nos cromossomos lp ou 19q ndo teve impacto na
sobrevida ou correlagdo com a histologia, ou seja, os glioblastomas que
apresentaram delecdo de 1p e/ou 19q ndo tém um aspecto morfologico “mais
oligodendroglial” do que os que ndo apresentaram dele¢do. A codelecdo de
1p/19q s6 foi observada em 1 tumor, o que prejudica a andlise do seu
significado nesta série. Os pacientes mais jovens e aqueles submetidos a
tratamento adjuvante com radioterapia e quimioterapia tiveram maior

sobrevida. Este dado corrobora o que ja foi observado em outras séries. As
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covariaveis género, extensao da ressec¢ao e localizagdo do tumor nao tiveram

impacto na sobrevida, neste estudo.
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ANEXOS




Anexo 1 — Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

158561 47 F combinado Sbt 37 GB nao nio
159421 39 M combinado 25 GBO ND ND
174263 58 F T Sbt 1.2 GBO nao nao
176895 65 M P Sbt 3.2 GB ND ND
184868 59 M F Sbt 1.4 GBO ND ND
185013 40 M F Total 1.4 GB nao ND
186766 65 F combinado Total 18,9 GB nao ND
223620 41 M F Total 8.4 GB ND ND
226925 73 F F Sbt 0.4 GB ND ND
236627 32 F combinado Sbt 43 GB ND ND
249096 62 M combinado Sbt 3.9 GB ND ND
253062 33 M T Sbt 8.7 GB ND ND
258244 38 F P Sbt 9.1 GBO nao sim
261870 53 F combinado Sbt 12,7 GB ND ND
267621 62 F F 135 GBO nao ND
273859 53 M combinado Sbt 134 GBO nao nao
274824 56 M F Total 0.4 GB ND ND
281033 59 F P Total 35 GBO ND ND
284094 44 M P Total 0.7 GB nao nao
284877 60 M combinado Sbt 3.9 GB nao nao
285072 54 M combinado Sbt 21.8 GB nao nao
299532 59 M combinado Total 6.7 GB nao nao
301859 62 F combinado Sbt 0.4 GBO nao nao
315590 72 F F Sbt 10,8 GB ndo néo
317337 71 M (6] Sbt 10,9 GB sim nio
317836 49 M combinado Sbt 20,0 GB nao sim
320992 66 F T Total 143 GB ND ND
322619 62 M combinado Sbt 33 GB nao nao
323284 44 M (6] Total 29,0 GB nao nao
325356 64 M F Total 10,9 GBO sim sim
332629 65 F T Sbt GB ndo néo

0,2




332981 71 F combinado Sbt S N 127 GB ND ndo
338397 67 F F Total S N 12,7 GB nao nao
175233 51 M P Sbt N N 115 GB nao nao
692 50 M T Total S S 115 GBO nao nao
789 49 F T Total S N 70 GB nao nao
838 54 F F Sbt S N 15.8 GB nao ndo
3171 38 F combinado Sbt S N 172 GB nao nao
4409 68 F combinado Total S N 122 GB nao ndo
4780 72 F combinado Total S N 174 GBO sim ndo
4412 63 M combinado Sbt S N 79 GB nao sim
7122 68 F combinado Total S N 93 GB nao nao
7360 34 M P Total S N 25,8 GB nao nao
7501 59 F combinado Sbt S N 85 GB nao nao
7645 46 M T Sbt S S 16,4 GB nao nao
9057 52 M T Total S N 12,9 GB nao nao
526 72 M P Total S N 76 GB nao sim
891 62 M P Total S N 05 GB nao nao
263 10 F combinado Sbt S N 20.0 GB nao nao
4045 76 M combinado Total S N 192 GB nao ndo
9756 69 F T Sbt S N 56,1 GB nao nao
9856 52 M F Total S N 17.3 GB nao nao
1252 46 M F Total S N 11,2 GB nao nao
4222 40 M (0] Total N N 253 GBO nao ndo
4249 81 M combinado Sbt S N 6.2 GBO nao nao
4689 57 M F Total S S 325 GB nao nao
6206 57 M combinado Total S N 186 GB nao ndo
9318 42 M F Total S N 418 GB sim nao
9591 11 F combinado Sbt S N 57 GB nao nao
9925 71 M combinado Sbt S N 48 GB nao ndo
784 6 F combinado Total S N 346 GB nao ndo
1868 60 M (6] S N 16,6 GB nao nao
5920 37 M T Total S S 235 GB nao sim




8075 60 F F Total S S 18,9 GB nao nao
9008 50 M T Sbt N N 0.2 GB nao ndo
9441 78 M combinado Total S N 20.8 GB nao nao
10599 43 M combinado Total S S 276 GBO nao sim
1077 63 F T Sbt S N 11,7 GB sim nao
2040 68 F F Total S S 8.2 GB nao nao
5585 53 F T Total S N 17,7 GB nao nao
5775 68 M F Sbt S N 12,7 GB nao nao
5814 70 M combinado Total S S 186 GB nao ndo
6062 21 M combinado Total S N 59 GBO sim nao
6632 69 M combinado Total S N 153 GB nao sim
7631 31 M T Sbt S N 215 GBO nao sim
592 49 F P Sbt S N 35 GB nao nao
1768 57 M combinado Total S N 57 GB nao nao
3015 66 F combinado Total S N 86 GB nao ndo
4277 52 F F Sbt S N 7.0 GB nao ndo
5008 57 M F Sbt S S 8.2 GBO nao nao
9653 44 M P Total N N 13 GB sim nao
3366 44 F combinado Sbt S S 310 GBO nao ndo
10271 44 M combinado N 50 GBO nao nao
1392 58 M T S N 145 GBO nao nao
15284 58 M T S S 22,2 GBO nao nao
19260 42 F combinado N 221 GBO nao ndo
4835 70 M combinado Sbt S N 592 GBO nao nao
279 51 F (0] Total S N 21,2 GBO sim nao
Legenda:

M — masculino, F — feminino, Sbt — ressec¢do subtotal, F — frontal, P — parietal, T — temporal, O —
Occipital

GB - glioblastoma, GBO — glioblastoma com componente oligodendroglial, ND — ndo determinado.



Anexo 2 — Quantificacdo do DNA.

C1868 453 GBO159421 (G) 29.73
0340291 33,04 GBO159421(0) 35.13
011198 55,44 GB0273589 (G) 6.63

08553 18,18 GB0273589 (0) 46.83
C1768 14,49 GB04780 (G) 10.92
C784 2,85 GB04780 (O) 78.9
C4412 3,27 GB04249 (G) 11.67
C1077 8,82 GB04249 (0) 19.17
05573 30,66 GB0281033 (G) 24.0
0487 19,17 GB0281033 (0) 25.32
C1795 (1) 17,76 GBO174263 (G) 21.12
C1795 (2) 13,17 GBO174263 (0) 39.9
C789 17,28 GB0692 (G) 19.74
GB592 6,15 GB0692 (O) 24.42
GB5920 16,44 GBO184868 (G) 22.8
GB2040 3423 GBO184868 (0) 31.14
GB5585 22,53 GB06062 (G) 23.22
GB6632 30,78 GB06062 (0) 11.82
GB4277 17,16 GBO10271 2.85
GB1252 28,89 GB03366 40.23
GB9591 29,1 GBO0279 (G) 41.91
GB9653 54,12 GBO0279 (O) 30.18
GB 5814 43,11 GBO7781 (G) 35.82
GB0301859 (0) 15,39 GBO7781 (0) 29.25
GB0301859 (G) 5,25 GBO19260 (G) 11.34
GB04222 (0) 25,74 GBO19260 (0) 22.17
GB04222 (0) 6,15 GBO1392 (G) 7.71
GBO7631 (0) 17,01 GBO1392 (0) 15.21
GBO7631 (G) 12,96 GB04835 (G) 5.82
GBO5908 3,48 GBO04835 (0) 18.9
GB0325356 37,59 GBO15284 (G) 14.55

GB010599 (G) 4,14 GBO15284 (0) 59.7

GB010599 (0) 16,17 GB0267621 (G) 7,41

GB0258244 (G) 741 GB0267621(0) 4,53

GB0258244 (0) 11,67

C- controle, O- oligodendroglioma, GB — glioblastoma, GBO glioblastoma com componente

oligodendroglial



Anexo 3 — Eficiéncia dos oligonucleotideos.

D19S408 -3.1 110
D19S418 -3.1 110
D19S424 -3.2 105
D19S867 -3.09 110
D1S199 -3.5 93
D1S224 -3.27 102
D1S2620 -3.09 110
D1S2736 -3.9 97
D1S2892 -3.2 105
D1S468 -3.06 110
D1S514 -3.28 101
D2S385 -3.3 100
D3S1554 -3.27 102
D5S643 -3.01 110
D8S1800 -3.21 104
D1251669 -3.35 98
D21S1904 -3.4 96




Anexo 4 - Média e desvio padrdo (SD) para todos os loci obtidos com os controles (normais).

D1S468 153 2.62 2.14 1.37 2.24 2.26 1.86 2.14 2.02 0.411096
D1S2736 1.55 1.69 2.02 1.81 2.11 2.85 2.04 2.33 2.05 0.407115
D1S199 1.85 2.31 2.33 1.22 2.61 2.32 1.77 1.34 1.96875 0.505836
D1S2620 231 1.93 2.14 1.45 1.89 2.53 1.71 1.72 1.96 0.35169
D1S2892 2.86 2.26 2.06 1.25 1.66 2.23 1.79 1.9 2.00125 0.477477
D1S224 2.03 2.16 1.34 1.77 2.15 2.4 1.55 2 1.925 0.349489
D1S514 2.18 2.38 2.01 2.25 1.96 1.94 2.08 2.24 2.13 0.157389
D19S418 2.45 2.51 1.59 1.36 1.83 2.34 1.8 154 1.9275 0.44631
D19S867 2.73 2.54 151 1.82 2 2.06 2.07 1.69 2.0525 0.410496
D19S408 1.95 3.14 155 1.71 1.74 1.95 2.21 1.95 2.025 0.492863
D19S424 1.35 1.83 2.68 2.22 1.76 2.03 1.82 2.33 2.0025 0.407422
[ 2.005682 | 0.401562 |

média SD



Anexo 5 — Resultados da determinagao do numero de copias dos loci pela andlise quantitativa de microssatélites nas amostras de
oligodendrogliomas, glioblastomas convencionais e glioblastomas com componente oligodendroglial.

] 134 RSN 1p17 |

D1S468 | DI1S2736 | DIS199 | DI1S2620 | D1S2892 | D1S224 | DI1S514 | D19S424 | D19S408 | D19S867 | D19S418

011198 1. 35

0340291
0487 1.43 131 1.45 1.38 1.27 174 1.47 2.13 1.65 157 1.86
GB2040 1.89 1.46 161 1.83 2.07 1.97 175 162 1.74 159 18
GB592 1.88 264 2.82 217 2.02 171 223 311 1.85 05 151
GB5920 2.14 355 1.85 2.99 2.68 2.86 3.36 2.25 408 |04 086 |
GB5814 1.54 131 1.69 1.47 2.56 181 16 1.83 1.49 1.08 15
GB9653 1.82 1.92 111 |02 o7 134 178 2.06 13 1.54 1.14
GB6632 2.27 2.22 1.97 2.62 1.49 152 1.46 225 | 095 | 043 | 043 |
GBI1252 1.08 2.44 1.95 257 232 238 158 2.18 1.97 2.18 0.9
GB9591 1.69 1.97 2.25 2.39 232 257 253 3.13 1.73 2.05 1.06
GB4277 1.69 1.86 172 1.45 1.44 1.93 2.64 3.05 2.09 1.41 1.49
GB5585 1.92 157 1.59 161 172 1.33 1.76 2.94 277 2.41 1.76
GB04780 (G) 1.47 17 2.2 4.21 1.25 101 1.23 238 2.02 07 1.24
GBO4780 (0) 0.54 1.93 3.98 4.04 5.1 3.02 19 1.29 211 234 1.96
GBO692 (G) 4.97 5.84 4.47 6.76 1.43 1.0 176 6.57 87
GBO692 (0) 3.83 6.17 4.08 127 3.62 1.48 1.92 5.9 4.36
GBO4222 (G) 211 2.79 2.97 314 2.89 2.98 271 4.22 3.45 3.13 2.63
GBO4222 (0) 1.99 1.97 3.55 3.23 3.24 3.16 26 3.24 35 2.93 2.06
GBO4249 (G) 1.75 1.45 1.26 1.27 1.43 151 1.99 2.45 1.97 2.04 0.92
GB04249 (0) 2.01 1.28 1.67 159 1.93 2.24 25 254 2.24 2.42 15
GBO4835 (G) 16 2.05 2.65 353 357 137 2.28 2.41 274 4.44 3.88
GB04835 (0) 2.19 3.63 3.16 4.4 333 211 163 3.47 3.16 5.26
GBO5908




] | 1p12 | | |
DIS468 | DIS2736 | DISI99 | DIS2620 | DIS2892 | DIS224 | DIS514 | DI9S424 | DI19S408 | D19S867 | D19s418

GBO7631(G) | 162 1.98 111 1.32 1.34 139 | 161 1.58 1.26 1.13 0.77
GBO7631(0) | 1.34 2.08 1 1.25 1.31 1.26 2.4 1.78
GBO10599 (G) | 0.95 4.19 2.65 4.56 2.52 139 | 228 4.31
GBO10599 (0) | 2.8 1.82 4.42 1.64 168 | 157 1.52 4.47
GBO15284 (G) 1.36 1.86 1.91 1.97 193 | 106 1.26 1.65 2.63
GBO15284(0) | 0.94 2.06 3.83 3.94 5.43 307 | 297 171 2.58 4.7 4.66
GBO159421(G)
GBO159421(0)
GBO174263(G) 2.52 8.58 3.57 7.12 3.36 0.82 1.69 4.76 9.13
GBO174263(0) 6.55 3.56 5.34 315 | 149 0.74 1.22 5.95 9.79
GBO258244(G) |  1.47 0.52 2.06 2.41 2.27 0.63 151 141|029 | Toes |
GB0258244(0) 8.85 3.47 8.61 163 | 325 5.41 3.92
GBO267621(G) 2.04 191 1.2 1.69 0.48
GB0267621(0)
GB0273589(G) 5.98 3.71 6.28 2.52 0.8 1.76 6.83 7.87
GB0273589(0) | 08 | NI | 553 4.39 9.86 4.72 1.53 2.05 4.06 13.01 15.4
GBO301859(G) 2.53 5.16 5.3 6.95 1.94 0.47 3.12 6.3
GBO301859(0) 175 452 3.19 4.09 2.7 0.94 2.37 3.84 453
GB0325356 2.75 3.83 2.58 33 169 | 105 161 161 411
GBO6062 (G) 2.29 2.55 2.95 144 | 407 4.33 6.68 2.55 2.0
GBO6062 (0) 2.9 3.84 1.53 41 2.72 3.27 1.29 1.59
GBO184868(G)
GBO184868(0)
GBO10271 4.2 3.54 5.1 6.36 8.12 459 | 426 5.11 5.9 6.93 2.79
GB0279(G) | 17 | 3s3 2.55 4.96 223 | 203 1.59 3.77 5.53 5.82
GB0279(0) L 3.35 5.3 239 | 133 1.9 2.57 9.27 8.23
GBO3366 0.98 4.42 2.84 3.41 5.02 260 | 242 1.66 1.49 1.75 2
GBO19260 (G) | 1.27 1.27 4.46 2.66 15 1.33 37 0.5 1.67 1.86 3.22
GBO19260(0) | 2.13 2.39 4.7 5.01 4.29 3.48 3.6 2.89 2.97 3.46 2.87




DIS468 | DI1S2736 | DIS199 | DI1S2620 | D1S2892 | D1S224 | DIS514 | D19S424 | D19S408 | D19S867 | D19S418
GBO1392 (G) 1.03 1.31 2.92 3.54 3.62 1.49
GBO1392 (0) 7.47 3.54 7.76
GB0281033(G)
GB0281033(0)

Legenda:

Caixa cinza — representa delegdo (nimero de copias < 1.1, quando observado em pelo menos 2 marcadores consecutivos).

Caixa com tracejado — casos que apresentaram dele¢do em um locus e ndo foram determinados no locus adjacente.

Caixa vazia — loci ndo determinados

Abreviaturas: O — Oligodendroglioma, GB — glioblastoma, GBO - glioblastoma com componente oligodendroglial.

(G) — componente astrocitico, (O) — componente oligodendroglial.



Anexo 6 — Resultados da hibridizagdo in situ fluorescente (ratio entre os bragos p ¢ q
menor ou igual a 0,86 foi considerado delecdo, tanto para o cromossomo 1 quanto

para o cromossomo 19).

05573 118 | 189 100 135 | 218 | 108
0 340291 134 | 225 113 127 | 234 | 115
0 487 431 | 562 | 242 167 | 236 | 102
0 8553 129 | 212 106 120 | 210 | 104
011198 105 | 179 101 111 | 179 | 101

GB 236627
GB 158561 207 | 209 104 72 75 38 0,99 | 0,96
GB 176895

GB 175233

GB 185013 194 | 200 100 0,97

GB 186766 220 226 113 0,97

GB 226925

GB 223620

GB 249096

GB 253062

GB 261870

GB 274824

GB 284094 228 | 229 115 117 | 118 57 |[0,995| 0,99
GB 284877 196 | 184 | 100 171 | 176 87 1,06 | 0,97
GB 285072 232 | 232 116 214 | 202 | 101 1 1,05
GB 299532 235 | 233 127 226 | 223 | 113 |1,008| 1,01
GB 315590 208 | 212 114 199 | 202 | 103

GBO0526 | 222 | 240 | 124 | 210 | 248 | 121
GB317337 | 130 | 204 | 102 | 211 | 214 | 109
GB 320992
GB322619 | 201 | 198 | 101 | 210 | 215 | 105 | 1,01 | 0,97
GBO756 | 195 | 199 | 102 | 208 | 204 | 109 | 0,97 | 1,01
GB5775 | 195 | 201 | 100 | 204 | 203 | 100 | 097 | 1
GBo925 | 213 | 216 | 110 | 225 | 228 | 112 | 0,98 | 0,986
GB332620 | 280 | 274 | 142 | 197 | 198 | 102 | 1,02 | 0,99
GB 332981 199 205 106 0,97
GB338397 | 193 | 194 | 100 | 254 | 251 | 126 | 0,99 | 1,01
GB838 | 222 | 233 | 115 | 223 | 230 | 116 | 0,95 | 0,97
GB1077 | 123 [ 178 | 90 | 201 [ 207 | 105 10,69 0,97 |
GB789 | 220 | 226 | 112 | 196 | 200 | 100 | 0,97 | 0,98
GB323284 | 197 | 197 | 100 | 206 | 209 | 104 | 1 | 098
GB04409 | 207 | 214 | 107 | 237 | 242 | 118 | 0,96 | 0,98
GB03171 | 217 | 224 | 112 | 214 | 215 | 109 | 0,96 | 0,995
GB04412 | 109 | 196 | 102 | 179 | 265 | 124 |1,015
GB7122 | 193 | 202 | 104 | 221 | 222 | 110 | 0,95 | 0,995
GB7360 | 205 | 206 | 109 | 200 | 198 | 100 |0,995] 1,01




cB7501 | 202 | 214 | 109 | 201 [ 199 | 100 [ 094 | 1,01
GB7645 | 104 | 195 | 101 | 195 | 196 | 100 |0,995] 0,99
GBo057 | 154 | 149 | 80 | 238 | 237 | 115 | 1,03 |1,004
GB263 | 208 | 202 | 109 | 191 | 195 | 102 | 1,02 | 0,97
GB8ol | 105 | 199 | 103 | 199 | 201 | 101 | 0,98 | 0,99
GB4045 | 99 | 99 | 53 | 207 [215] 107 | 1 | 0096
GB9856 | 200 | 201 | 102 | 322 | 319 | 168 |0,995 | 1,009
GB1252 | 197 | 196 | 100 | 230 | 233 | 117 |1,005 0,987
GB4689 | 201 | 192 | 100 | 220 | 217 | 110 | 1,04 | 1,01
GB6206 | 209 | 212 | 105 | 229 | 230 | 117 | 0,98 |0,995
GB9318 | 124 | 200 | 100 | 242 | 236 | 115 1,02
GBSOl | 218 | 250 | 109 | 227 | 229 | 114 |0,872] 0,99
GB784 | 203 | 209 | 107 | 199 | 193 | 103 | 0,97 | 1,03
GB1868 | 207 | 196 | 112 | 199 | 199 | 100 [1,056]| 1
GB5920 | 103 | 197 | 101 | 205 | 206 | 104 | 0,97 | 0,995
GB8O75 | 205 | 207 | 105 | 206 | 210 | 100 | 0,99 | 0,98
cBooos | 201 | 198 | 102 | 266 | 173 | 105 | 1,01 | 1,53
GB2040 | 104 | 190 | 103 | 213 [ 217 | 108 | 1,02 | 0,98
GB5585 | 216 | 212 | 110 | 202 | 231 | 104 | 1,02 | 0,87
GB5814 | 181 | 190 | 100 | 206 | 226 | 107 | 0,95 | 0,91
GBo44l | 201 | 200 | 100 | 120 | 128 | 65 |1,005| 0,94
GB6632 | 181 | 190 | 101 | 122 [ 212 | 106 | 0,95 [ 0,57
GB1768 | 202 | 206 | 108 | 232 | 225 | 112 | 098 | 1,03
GB3015 | 230 | 233 | 117 | 194 | 198 | 100 | 0,98 | 0,98
oBaz77 | 197 | 195 | 105 | 171 | 198 | 101 | 1,01 | 0,864
cBoesa | 199 | 204 | 107 | 231 [ 235 | 121 [ 0,97 | 0,98
Ges92 | 195 | 195 | 108 | 216 | 219 | 110 | 1 | 0,98
GB317836 | 195 | 177 | 100 | 110 | 215 | 100 | 1,1 [l08a
GBO 159421

GBO174263 | 211 | 227 | 115 | 107 | 115 | 60 | 0,93 | 0,93
GBO 184868

GBO 258244

GBO 267621

GBO 273859 | 251 | 243 | 132 | 231 | 223 | 103 | 1,03 | 1,03
GBO 281033

GBO 301859 | 214 | 214 | 107 | 181 | 193 | 100

GBO 325356 | 130 | 211 | 104 | 131 | 218 | 110

GBO692 | 122 | 114 | 61 | 95 | 98 | 50

GBO4780 | 185 | 270 | 138 | 210 | 226 | 116

GBOG062 | 111 | 200 | 100 | 219 | 227 | 115

GBO4222 | 210 | 199 | 107 | 231 | 213 | 112 | 1,05 [ 1,08
GBO4249 | 201 | 201 | 111 | 195 | 197 | 100 | 1 | 0,99
GBO10599 | 222 | 207 | 118 | 210 | 212 | 106 | 1,07 | 0,99
GBOS5908 | 200 | 182 | 102 | 217 | 193 | 106 | 1,09
GBO7631 | 213 | 200 | 106 | 134 | 206 | 103 | 1,06
GBO10271 | 235 | 210 | 100 | 192 | 192 | 96 [ 1,11

GBO 1392




GBO15284 | 200 | 190 | 100 | 240 [ 210 | 110 | 1,05 | 1,14

GBO19260 | 200 | 190 | 100 | 220 [ 210 | 100 | 1,05 | 1,04
GBO4835 | 201 | 193 | 101 | 212 | 217 | 102 | 1,04 | 0,97
GBo279 | 86 | 139 | 70 | 204 | 196 | 100 [10,621] 1,04 |

197 | 197 101 253 | 251 | 133 1 1,007

198 | 190 | 109 229 | 226 | 104 [ 104 1,01

201 | 194 | 106 | 192 | 194 | 102
207 | 269 | 145 | 121 | 216 | 108
209 [ 199 | 103 | 211 [ 204 | 103
118 | 204 | 102 | 195 | 181 | 102
148 | 196 | 102 | 233 | 216 | 122
165 | 142 | 70 | 259 | 256 | 100 | 1,16 | 1,01
233 [ 222 | 100 | 239 [ 242 | 103 | 1,04 | 0,99
196 | 188 | 102 | 214 | 211 | 110 | 1,04 | 1,01
210 | 199 | 100 | 220 | 220 | 102 [ 1,05 [ 1
260 | 219 | 100 | 205 | 249 | 111 | 1,18 [[0;82
208 | 193 | 100 | 210 [ 207 | 104 | 1,07 | 1,01

200 [ 194 | 1083 204 | 198 | 105 | 1,03 | 1,03
229 | 220 | 101 233 | 225 | 102 | 1,04 [ 1,038
201 | 193 | 101 212 | 217 | 102 [ 1,04 | 0,97

150 | 194 | 106 252 | 246 | 115 1,02
199 | 191 | 104 169 | 188 | 102 | 1,04 | 0,89

Intervalo de Tolerancia: 0,86 a 1,29

Legenda:

Caixa cinza — o valor observado representa delecao

Caixa vazia — ratio nao determinados

Abreviaturas: O — Oligodendroglioma, GB — glioblastoma, GBO - glioblastoma com componente
oligodendroglial.

GBOs foram avaliados no componente astrocitico e oligodendroglial (marcados em cinza escuro).



Anexo 7 - Classificacao dos tumores astrociticos e oligodendrogliais (OMS, 2007).

Tumores astrociticos
Astrocitoma pilocitico Grau l
Astrocitoma pilomixoéide Grau Il
Astrocitoma subependimario de células gigantes Grau |
Xantoastrocitoma pleomorfico Grau ll
Astrocitomas difusos (fibrilar, protoplasmatico,
. . Grau Il
gemistocitico)
Astrocitoma anaplésico Grau Il
Glioblastoma, Glioblastoma de células gigantes e
) Grau IV
gliossarcoma
Tumores oligodendrogliais
Oligodendroglioma Grau Il
Oligodendroglioma anaplasico Grau 111
Tumores oligoastrociticos
Oligoastrocitoma Grau Il
Oligoastrocitoma anaplasico Grau 111
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Background: The histology of Glioblastomas (GBM) is quite variable and a small fraction of
these tumors may present an oligodendroglial component. The clinical significance of an
oligodendroglial component in GBMs remains uncertain, but its presence has been
associated with longer survival. Molecular genetic studies of GBMs with oligodendroglial
component have shown heterogeneous genetic alterations, with a variable frequency of LOH
in chromosomes 1p and 19g. The presence of 1p/19q deletions has been related to
prolonged survival and better response to chemotherapy in oligodendrogliomas and led to a
growing interest in search for these genetic alterations in other gliomas. In astrocytic tumors,
1p loss is usually partial, not associated with 19q deletion and also may be associated with a
worse prognosis.

Design: A series of 31 GBM was investigated for the presence of 1p and/or 19q deletions,
21 of them with oligodendroglioma-like areas. Quantitative microsatellite analysis using real
time PCR and/or FISH were used to access the copy number on chromosomes 1p and 19q.
Clinical data was retrieved and the variables location, age, gender, adjuvant treatment and
extent of resection were correlated to 1p and 19 q status. Survival analysis with all the
variables was performed. This group of tumors is part of a study involving 90 GBM, with test
results currently under analysis.

Result: Tumors with an oligodendroglial component showed isolated 1p loss in 2 cases and
19q loss in other 2 cases. Only one combined 1p/19q loss was observed. Conventional GBM
demonstrated isolated 1p loss in 1 case and 19q loss in other 2 cases. None of these tumors
revealed combined loss of 1p/19qg. Survival was longer for patients who received
radiotherapy and chemotherapy. In a Cox multivariate analysis, the absence of 1p loss, total
tumor resection and adjuvant treatment with radiation and chemotherapy were related to
reduced risk of death, but only the last one reached statistical significance. No significant
correlation was observed between 1p or 19q status and histology.

Conclusion: Combined 1p/19q is infrequent in GBM with oligodendroglial areas. Although
these tumors have demonstrated a hybrid phenotype, the pattern of genetic changes on
chromosomes 1p and 199 seems to be more closely related to astrocytic than
oligodendroglial tumors.
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