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GLOSSARIO

Amplificagéo: producdo de maltiplas cdpias de uma sequéncia de ADN.

Delecc¢do: aberragdo cromossémica em que ha a perda de parte de um cromossoma

(braco ou parte intersticial ou terminal de um brago cromossémico).

Dissomia Uniparental Adquirida: os dois homdlogos de um par cromossémico séo
herdados de um dos pais, com auséncia do homologo correspondente que deveria ser

herdado do outro progenitor.

Double minutes: fragmentos cromossomicos muito pequenos, com ou sem

centromero, que sdo a expressao citogenética de amplificagdo genética somatica.

Gene ortdlogo: gene homologo de diferente organismo, que deriva de um mesmo

gene inicial, por especiacéo filogenética.

Haploinsuficiéncia: situacdo em que os 50% de proteina codificada e produzida por
um individuo heterozig6tico para um determinado locus ndo sdo suficientes para manter a

funcdo em niveis normais.

Hemizigotia: presenca de um Unico alelo no genoma, como ocorre para 0
cromossoma X. Pode ocorrer também em situacdes anormais (por ex. deleccdes) em que,

em vez de um genotipo dipldide, apenas se encontra uma cdpia de um alelo.

Locais CpG: regibes do ADN com uma extensao habitualmente inferior a 1kb, com

elevada densidade de dinucledtidos CpG (bases citosina hipometiladas e guanina).

Locus: determinado local de um cromossoma em que Se encontra um gene.

Metilacéo (do ADN): ligacdo covalente de um grupo metil ao ADN.
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Perda de heterozigotia (loss of heterozigoty): perda de um alelo responsavel pela
heterozigotia constitucional para um determinado locus no ADN de um clone celular em
comparacdo com o ADN das restantes células do organismo. Quando o alelo perdido
corresponde a Unica copia do par de alelos de uma locus, ha perda de funcdo do gene. Se
for um locus antioncogénico, corresponde ao “segundo acontecimento” que antecede a

tumorigénese.

Splicing Alternativo: seleccdo de diferentes sequéncias de exdes a partir do mesmo
ARNhn, originando diferentes ARNm que codificam polipeptideos diferentes a partir de

um mesmo gene.

Tandem repeats: pequena sequéncia de ADN que se repete como multiplas copias

adjacentes, com a mesma orientacao, na cadeia de ADN.
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REsSuUMO

Contexto: O glioblastoma multiforme é o mais frequente e letal dos tumores cerebrais
malignos primarios, tendo-se verificado um aumento da sua incidéncia nos ultimos anos.
Trata-se de uma doenga de mau prognostico, sendo que menos de 3% dos pacientes
padecendo desta tém uma sobrevida superior a 5 anos ap6s o diagnostico, permanecendo
uma entidade resistente a terapéutica. No sentido de melhorar a resposta a terapéutica e o
progndstico, tém sido feitos inumeros esforcos visando a caracterizagdo genética deste
tumor.

Objectivo: Revisdo das principais alteracbes genéticas que ocorrem no glioblastoma
multiforme, com foco nos mecanismos genéticos e epigenéticos que se manifestam neste
tumor, a sua distribuicdo percentual entre os varios subtipos e a sua influéncia no
prognaostico.

Métodos: Foi realizada uma extensa pesquisa bibliografica em bases de dados da literatura
médica, abrangendo o periodo de 1993 a 2013, tendo sido seleccionadas publicacdes em
lingua inglesa e francesa. As pesquisas foram realizadas na base de dados Pubmed
(www.pubmed.com), Science Direct (www.sciencedirect.com), assim como na Biblioteca
do conhecimento online - B-On (www.b-on.pt) com o objectivo de encontrar fontes
bibliogréaficas acerca da caracterizagdo genética de glioblastoma. Seleccionaram-se oitenta
e uma fontes bibliograficas. Foram usadas as seguintes palavras-chave em diferentes
combinagdes: “Glioblastoma Multiforme”, “Genética” (Genetics), “Epigenética”
(Epigenetics), “Classificagdo” (Classification) e “Diagnostico” (Diagnosis).

Resultados e Conclusdo: O glioblastoma multiforme caracteriza-se pela presenca de
diversas alteracbes genéticas e epigenéticas, que ocorrem quer isoladamente como em

associacdo, traduzindo-se em diferentes cursos da doenca, assim como em diferentes
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respostas a terapéutica e prognostico. A caracterizacdo genética do glioblastoma
multiforme permite o conhecimento dos diversos mecanismos que tém influéncia no
decurso desta patologia, assim como poderd conduzir a optimizacdo da sua abordagem
terapéutica e eventualmente a melhoria do seu prognostico.

Palavras-chave: Glioblastoma Multiforme: Genética; Epigenética; Classificacao;

Diagnostico.

ABSTRACT

Background: Glioblastoma multiforme is the most common and lethal malignant primary
brain tumor, and there has been an increase in its incidence in recent years. It is a disease
of poor prognosis, with less than 3% of patients still alive at 5 years after diagnosis,
remaining resistant to therapy. Aiming to improve its response to therapy, various efforts

are being made to perform its genetic characterization.

Aim: Review the major genetic alterations that occur in glioblastoma multiforme, focusing
on the genetic and epigenetic mechanisms that manifest in this tumor, its percentage

distribution among the various subtypes and their influence on prognosis.

Methods: An extensive literature search was performed in medical literature databases,
covering the period from 1993 to 2013, selecting publications in English and French
languages. The surveys were conducted in the Pubmed database (www.pubmed.com),
Science Direct (www.sciencedirect.com), as well as in Biblioteca do conhecimento online -
B-On (www.b-on.pt) aiming to find bibliographic references on the genetic

characterization of glioblastoma. Eighty-one bibliographic references were selected. The
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following key words were used, in various combinations: "Glioblastoma Multiforme”,

"Genetics", "Epigenetics”, "Classification” and "Diagnosis".

Results and Conclusion: Glioblastoma multiforme is characterized by the presence of
several genetic and epigenetic changes that occur either singly or in combination, resulting
in different courses of the disease, as well as in different responses to therapy and
prognosis. Genetic characterization of glioblastoma multiforme allows the knowledge of
the various mechanisms that influence the course of the disease, and leads to optimization

of its therapeutic approach and eventually to the improvement of its prognosis.

Keywords: Glioblastoma Multiforme: Genetic, Epigenetic, Classification, Diagnosis.
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INTRODUCAO

O glioblastoma multiforme (GBM) é o mais frequente e letal dos tumores cerebrais
malignos primarios (1). Mais concretamente, inclui-se no subtipo dos astrocitomas, que sao
um tipo de gliomas, representando 65% destes (2). Deriva dos astrécitos, integrando o
subgrupo dos astrocitomas. Segundo a Classificacdo de Tumores do Sistema Nervoso
Central da OMS, os astrocitomas categorizam-se em quatro graus distintos. Dentro destes,
incluem-se o astrocitoma de grau | (tipo pilocitico), o astrocitoma de grau Il (astrocitoma
difuso), o astrocitoma de grau Ill (astrocitomas anaplasico) e, por fim, o astrocitoma de

grau 1V, que corresponde precisamente ao GBM.

Por sua vez, 0 GBM pode ser classificado em dois subgrupos: GBM primario e
GBM secundario. Esta classificacdo tem por base as caracteristicas clinicas e alteraces
genéticas de cada um (3). No diagndstico inaugural, 0 GBM primério apresenta-se como
uma lesdo totalmente formada, sem evidéncia clinica, radioldgica ou histopatoldgica da
existéncia de uma lesdo precursora de menor grau de malignidade, sendo também
designado por GBM de novo. Este tipo de GBM é o mais comum, representando 95%
deste tipo de tumores. Por sua vez, o GBM secundario desenvolve-se lentamente,
progredindo a partir de um astrocitoma difuso de baixo grau (OMS Il) ou astrocitoma
anaplasico (OMS IlI). O diagnéstico de GBM secundario requer evidéncia clinica (por
neuroimagiologia) e histologica (por bidpsia) da evolucdo a partir de lesbes de menor grau
de malignidade. Este constitui uma entidade relativamente rara quando comparada com o
GBM primério, representando apenas 5% dos casos (4). Apesar de histologicamente
indistinguiveis, estas duas subclasses desenvolvem-se atraves de diferentes vias genéticas

(5), que serdo discutidas adiante.
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Cada um destes subtipos apresenta também outras caracteristicas que 0s
distinguem, nomeadamente a nivel do perfil do doente que afectam e respectivo

prognaostico.

Ao passo que o0 GBM primario atinge pacientes com idade média de 62 anos, 0
secundario desenvolve-se em doentes mais jovens, com idade média de 45 anos (4). No
que respeita ao género, 0 GBM primario é mais frequente em homens (ratio homem para
mulher de 1,33), ao passo que o GBM secundario é mais comum em pacientes do género
feminino (ratio homem para mulher de 0,65) (6); este valor vem corroborar estudos
anteriores que demostraram uma maior frequéncia de mutacBes da proteina p53 em

mulheres, alteracdo caracteristica do GBM secundario (7).

O tempo de evolucdo de cada subtipo é também distinto. Enquanto o GBM
primario se caracteriza por um periodo médio de 6,3 meses entre 0 aparecimento dos
primeiros sintomas e o diagndstico histolégico, 0 GBM secundario apresenta um tempo
médio de progressdo de aproximadamente 2 anos a partir do astrocitoma anaplasico (grau

I11) e de cerca de 5 anos a partir do astrocitoma difuso de baixo-grau (grau I1).

Finalmente, segundo Ohgaki e Kleihues, a sobrevida dos pacientes afectados por
GBM de cada uma das classes apresentou uma diferenca significativa (4,7 meses para o
GBM primario e 7,8 meses para o secundario). No entanto, os autores consideram que esta
disparidade € atribuivel a idade mais avancada dos doentes atingidos pelo GBM primario,
dado que a idade mais jovem (mais usualmente associada ao GBM secundario) é um factor
preditivo consistente de maior sobrevida em pacientes com GBM. Apds o ajustamento
etario, ndo séo encontradas diferencas significativas em termos de sobrevida entre os dois

subtipos (4).
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Adicionalmente, de acordo com um estudo realizado por Stupp et al, em 573
pacientes recentemente diagnosticados com GBM, com idades compreendidas entre 18 e
70 anos, submetidos a um protocolo terapéutico que incluia um esquema de cirurgia de
remocao total, quando possivel, concomitantemente com radioterapia (RT) e quimioterapia
(QT) com o agente citostatico alquilante temozolamida (TMZ), sem distin¢do entre 0s

subtipos de GBM, a sobrevida média observada foi de 14,6 meses (8).

Quanto a epidemiologia do GBM, tem-se verificado um aumento da sua incidéncia
nos Ultimos anos, o que provavelmente se deve a sofisticacdo das técnicas de diagnostico,
as alteracOes feitas na classificacdo histoldgica e ainda no refinamento a nivel das técnicas
neurocirargicas. Além disso, o envelhecimento da populacdo e o aumento da incidéncia
deste tumor acima dos 60 anos de idade tera também contribuido (9). A incidéncia
observada nos EUA ¢ de 2.96 novos casos por ano em cada 100,000 habitantes (4), sendo a
idade média de diagndstico de 62 anos. No que respeita a dados europeus, segundo um
estudo efectuado por Ohgaki et al, em Zurique, Suica (1.16 milhdes de habitantes), a
incidéncia de GBM entre 1980 e 1994, por cada 100,000 habitantes/ano, ajustada a

populacdo mundial, foi de 3.32 no género masculino e 2.24 no género feminino (6).

Verificou-se também que os tumores cerebrais, e portanto o GBM, sdo mais
frequentes nos paises mais desenvolvidos e industrializados, assim como em caucasianos,
comparativamente com africanos e asidticos. Estes achados dever-se-d0 mais
provavelmente a diferengas nas condi¢des socio-econdémicas e acesso a cuidados de saude,

mais do que a diferencas na susceptibilidade genética (2).

No que respeita a factores de risco para o desenvolvimento de GBM, podem ser
aplicados os estudados para o desenvolvimento de tumores cerebrais primarios ou de

gliomas. A nivel de factores ambientais e ocupacionais, ndo foi encontrada nenhuma
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relacdo inequivoca com o desenvolvimento de tumores cerebrais. Apesar disso, verificou-
se uma maior incidéncia de gliomas em determinadas profissbes, como por exemplo, em
bombeiros, médicos e agricultores, assim como em alguns tipos de exposi¢do ocupacional
ao formaldeido. A exposicdo a arsénio, mercurio, chumbo, petréleo, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e alguns tipos de insecticidas estava também associada a uma
maior frequéncia de gliomas. Foi também estudada a relacdo da dieta com o aparecimento
destes tumores, tendo-se concluido que a ingestdo de alimentos com maior quantidade de
nitritos (carnes curadas e fiambre cozido) aumentava o risco de desenvolvimento de
glioma, ao passo que, um maior consumo de fruta e vegetais funcionava como factor
protector. Nao foi encontrada qualquer relacdo com o tabagismo. Ja a exposicao a radiacdo
X terapéutica estd inequivocamente associada ao aumento do risco de desenvolvimento de
tumores cerebrais. Adicionalmente, existem estudos que mostram que individuos com
antecedentes familiares de glioma tém maior risco de vir a desenvolver este tipo de tumor,
relativamente a populacdo em geral. Foi ainda verificado que determinados polimorfismos
em genes codificantes de enzimas envolvidas no metabolismo de carcinogénios quimicos
podem aumentar a susceptibilidade de desenvolver gliomas. Finalmente, ha que referir a
existéncia de sindromes familiares de cancro associados ao aparecimento de tumores do
SNC, nomeadamente o sindrome de Li-Fraumeni (mutacdes da proteina p53) e a
Neurofibromatose tipo 1 (NF1). No que concerne o uso de telemoveis, ndo foi encontrada
uma associagdo consistente entre o uso destes dispositivos e a ocorréncia de tumores

cerebrais (2).

Nos ultimos anos, pouco ou nenhum progresso foi feito no tratamento deste tumor,
embora a utilizacdo de novos esquemas terapéuticos se associe um melhor prognostico
(8,10), esta doenca permanece resistente a maioria das terapéuticas e 0 seu prognostico

continua a ser sombrio, sendo que actualmente, menos de 3% dos pacientes com GBM tém
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uma sobrevida superior a 5 anos (dados dos EUA e Europa) (11). Neste sentido, foram
depositadas esperancas no estudo genético deste cancro visando que esse conhecimento
permitisse um tratamento mais dirigido e eficaz, possibilitando uma melhoria do
prognostico. Com os multiplos esforgos realizados recentemente, o mais promissor deles,

The Cancer Genome Atlas, este objectivo tornou-se mais tangivel (11).

Em suma, a caracterizacdo genética do GBM é uma peca fundamental no caminho
para a melhoria da sobrevida e progndstico dos pacientes com GBM, actualmente tdo

desanimador, motivo pelo qual optei por este tema.

17
Joana Isabel Fernandes de Oliveira Rodrigues



Caracterizagdo Genética de Glioblastoma Multiforme — Artigo de Revisao

MATERIAIS E METODOS

Para a elaboracdo deste artigo de revisdo foi realizada uma extensa pesquisa

bibliografica em diversas bases de dados, abrangendo as publicagdes de 1997 a 2013.
A bibliografia seleccionada continha fontes em lingua inglesa e francesa. As pesquisas
foram realizadas na base de dados Pubmed (www.pubmed.com), Science Direct
(www.sciencedirect.com), assim como na Biblioteca do conhecimento online - B-On
(www.b-on.pt).

Foram efectuadas multiplas pesquisas em cada base de dados. As primeiras

pesquisas usaram as seguintes palavras-chave em diferentes combinagoes: “Glioblastoma
Multiforme”, “Genetics”, “Epigenetics”, “Classification” e “Diagnosis”.
A medida que a revisdo do tema ia ganhando forma, foram feitas pesquisas mais
especificas em determinadas areas cuja informacdo recolhida noutras fontes ndo era
suficiente ou ndo era suficientemente esclarecedora. Foram seleccionadas 76 referéncias
bibliogréaficas.

Neste artigo sdo revistas as principais alteracGes genéticas que se manifestam no

Glioblastoma Multiforme, assim como a sua influéncia no prognostico, sobrevida e
resposta a terapéutica. E feito um esforco no sentido de, sempre que possivel, apoiar as
informac0es citadas com dados retirados de outras fontes e estudos, de preferéncia, aqueles
com amostras de maior tamanho, métodos fidveis e de publicagdo mais recente.
Os critérios de inclusdo usados foram a deteccdo das palavras-chave enunciadas acima e a
data de publicagdo do artigo, dentro das opcOes disponiveis, dando preferéncia aos mais
recentes, combinado com a escolha de um autor que tenha varias publicacdes na &rea e,
finalmente, com a lingua do artigos.

Apbs a pesquisa nas referidas bases de dados recorrendo as palavras-passe e
aplicando os critérios de inclusdo acima expressos, procedeu-se a uma leitura dos titulos e
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resumos dos resultados da pesquisa, optando por aqueles que pareciam ter informacao
relevante acerca das alteracfes genéticas e epigenéticas que caracterizam o Glioblastoma

Multiforme.
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DESENVOLVIMENTO

No estudo da caracterizacdo genética do GBM multiplas alteracGes genéticas, de

vias de sinalizacdo e epigenéticas foram encontradas (Tabela 1).

Na maioria dos casos de GBM observavam-se, fundamentalmente, a alteracdo de
trés vias de sinalizacdo, resultante de alteragcdes genéticas: a via dos receptores tirosina-
cinase, a via do ciclo celular (Rbl) e a via da proteina p53. Serdo abordadas separadamente
duas alteracdes genéticas de grande importancia e frequéncia no GBM, que podem ou nao
interferir com as vias de sinalizagcdo anteriormente referidas, a perda de heterozigotia e a

mutacdo a nivel do gene IDH1.

Finalmente, ndo é negligenciavel o papel da epigenética no desenvolvimento do

GBM, motivo pelo qual também seréd abordado este ponto.

A caracterizacdo genética do GBM permitiu ainda a criagdo de um novo sistema de

classificacdo deste tumor: Classificacdo Molecular do GBM.
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Tabela 1. Principais diferencas entre GBM Primario e Secundario
Frequéncia | Frequéncia
Gene Fendmeno Frequéncia total GBM GBM
Primario Secundario

EGFR Amplificacdo 34% (6) 40-50% (12) | 8% (6)
PDGFRA | Amplificagdo 15% (12) -- --

Perda de heterozigotia 10q | 69% 70% 63% (10)
PTEN Metilacdo 32% 9% 82% (10)

Mutagdo 24-37% 25-40% 4% (10)
NF1 Mutagéo/Delec¢éo 18% (13) -- --
PIK3R1 Mutagéo 10% (13) -- --
RbL Perda de heterozigotia 13q | 25-45% (14) 12% (10) 38% (10)

Metilac&o 25% 15% 40% (15)
- Delecgdo 41% (16) -- --

Metilagdo 60% (17) -- --
CDK4 Amplificagdo 14% (13)
P53 Mutagdo 35% 28% 65% (4)
MDM2 Amplificagdo 15% (5) - -
MDM4 Amplificagdo 4% (18) - -
D1 4ARF Delecgdo 44% (10) -- --

Metilagdo - 50% 30% (19)
IDH1 Mutacdo 12% 5% (20) 95% (21)
MGMT Metilacio 40-57% (5) 36% 75% (22)

Via de sinalizacdo EGFRRAS/NFI/PTEN/ PI3K

A via EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K (Figura 1), envolvida no ciclo celular, é uma
via fundamental no desenvolvimento do GBM primario (4), presente em 88% destes

tumores (13).

Resumidamente, o receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR) é activado
através da ligacdo de factores de crescimento ao seu dominio extracelular, com
recrutamento de fosfotidinositol 3-cinase (PI3K) para a membrana celular. A PI3K

fosforila o fosfotidinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3),
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levando a activacdo a jusante da proteina cinase B (Akt) e da proteina alvo da rapamicina
nos mamiferos (MTOR), aumentando a proliferacdo e a sobrevivéncia celulares através do
bloqueio da apoptose. Por sua vez, a PTEN (phosphatase and tensin homology) inibe a

sinalizac&o por PIP3, inibindo assim a proliferacdo celular (4).

EGF

— Membrana Celular
/ %

SOS Grb2 PIBK/PIK3CA

\L / l/ Citoplasma
PIP2 —> PIP3 —> PIP2
[ T ;
v

Y
Akt

\%
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Sobrevivéncia celular
ERK mTOR
Controlo do ciclo i
celular ""i
p16™* | CiclinaD v Nicleo

CDK4/6 027

pRb — DpRb°

cl
E2F1 X/ 7| Gl-s |}— p2t

Figura 1. Principais vias de sinalizacéo envolvidas na patogénese do GBM. A vermelho,
encontram-se as alteragdes tipicas de GBM primario, a azul as alteracdes tipicas para o
GBM secundério e a verde as alteracfes presentes em igual proporcéo nos dois subtipos.
Retirado de Ohgaki et al (5).
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Receptores tirosina-cinase —- EGFR, PDGFRA

A maioria dos GBM primarios apresenta amplificacdo e/ou mutacdo de um gene
codificante de um RTK (receptor tirosina-cinase). Em 40 a 50% dos casos € 0 gene do
receptor EGFR (12) (localizado no cromossoma 7p12 (23) que esta alterado, em cerca de
15% dos casos € do receptor PDGRA (receptor alfa do factor de crescimento derivado das
plaquetas) e, finalmente, em 5% dos casos a mutacdo localiza-se no gene codificante do

MET (receptor do factor de crescimento do hepatécito) (12).

O fendémeno de amplificacdo génica corresponde geralmente a formacéo de double
minutes (24), também denominados de microcromossomas (25), que se caracterizam por
ADN organizado em elementos extra-cromossémicos, podendo ainda apresentar-se como
tandem repeats, caracterizados pela repeticdo de pequenas sequéncias de ADN adjacentes,
localizadas num dnico locus, e com a mesma orientacdo na cadeia (25), que formam
usualmente regides de coloracdo homogénea, ou ainda como alteragdes difusamente

presentes por todo o genoma (24).

A amplificacdo do gene codificante do EGFR é um achado frequente no GBM
primario, pensando-se que seja um evento tardio na carcinogénese deste tumor (12,26).
Esta mutacdo encontra-se associada a sobreexpressdo do gene EGFR em 40 a 60% destes
tumores (5), com subsequente activacdo da via de sinalizacdo correspondente (10).
Usualmente a amplificagcdo deste gene, de acordo com o que foi referido anteriormente,

apresenta-se sob a forma de double minutes (24,27).

Esta mutacdo segue uma distribuicdo etaria curiosa, reflectindo intimamente a
distribuicéo etaria do GBM primario, ndo sendo detectada em pacientes com idade inferior

a 35 anos (6). E, no entanto, um achado muito raro nos GBM secundarios (5).
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A sobreexpressdo do gene EGFR ndo esta necessariamente associada a sua
amplificacdo, pois somente 70 a 90% das sobreexpressdes estdo associadas a amplificacdes

do gene (5).

Dos GBM que apresentam um EGFR em sobreexpressdo, 63 a 75% manifestam
também rearranjos do gene correspondente, 0 que resulta em tumores que expressam
simultaneamente genes selvagens e genes mutados (28). Destas, a mutagdo mais frequente,
presente em 20% a 30% dos casos nado seleccionados de GBM (28), corresponde a variante
EGFRvIII, também denominada 2-7EGFR ou pEGFR. Esta presente em associa¢do com a
amplificagdo do gene EGFR em 20% a 50% dos casos (29), ou em 50% a 60% dos casos,

segundo outros autores (28).

A variante EGFRVIII resulta de uma deleccdo ndo-aleatéria de 801 pares de bases
dos exdes 2-7. O receptor mutado resultante ndo contém uma por¢do do dominio
extracelular (29). Por esse motivo, este receptor mostra-se incapaz de se conectar aos seus
ligandos conhecidos. Ndo obstante, apresenta actividade constitutiva de tirosina-cinase,
sendo globalmente aceite que este fendmeno é importante para o seu efeito pro-oncogénico
(28). E ainda provavel que este efeito seja potenciado pela capacidade deste receptor de

permanecer activo por mais tempo, como resultado da sua degradacdo tardia (28).

Esta variante confere ao tumor uma vantagem no crescimento, proliferacéo,

migracdo celular e neovascularizagdo tumoral, além de resisténcia a QT (28,29).

Foi ainda encontrada uma associacdo significativa entre a amplificacdo do gene de
EGFR e a deleccdo do gene p16"™** (via de sinalizacdo p16"“* /CDK4Rb1), com uma

frequéncia de 17% (6).

E importante referir que, uma vez que as células com amplificacdo do gene EGFR

vao perdendo algumas das sequéncias de ADN (&cido desoxirribonucleico) repetidas, ao
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longo da divisdo celular (12,27), a perpetuacdo da espécie celular com esta alteracdo
podera exigir um ambiente celular propicio, sugerindo que 0 ambiente intratumoral podera
afectar a variabilidade regional do nimero de copias do gene EGFR dentro do mesmo
tumor. Foi ainda demonstrado que a ocorréncia de mutacdes concomitantes da p53 poderia
propiciar a inducdo de instabilidade gendmica e amplificacdo génica (27), embora nao

facilite a seleccdo de células com este gene amplificado (12).

No que respeita ao prognostico associado a esta mutacdo, a amplificacdo do gene
EGFR foi encontrada mais frequentemente em pacientes diagnosticados com GBM cuja
sobrevida foi mais curta. Apesar disso, esta ndo aparenta ter importancia prognostica no
GBM, embora a activacdo da via de sinalizacdo da qual faz parte esteja associada a um
pior prognostico (10). Segundo um estudo realizado por Ohgaki et al em 715 pacientes
diagnosticados com GBM, a presenca da amplificacdo do gene EGFR ndo afectou a
sobrevida dos pacientes, independentemente da sua idade. Apesar disso, € de ressalvar que
as conclusdes acerca da relacdo da presenca desta alteracdo com a sobrevida destes doentes

sdo diversas consoante o estudo considerado (6).

PDGFRA é outro dos RTK alterados no GBM. O gene que o codifica localiza-se a
nivel do locus 4q12, codificando genes para PDGFRA, Kit e KDR (10,30). Estes trés genes

encontram-se frequentemente co-amplificados (10).

A via de sinalizacdo celular que envolve este RTK pode contribuir para a génese
tumoral através de varias formas: pela ligacdo do PDGF ao receptor ou por alteragdes do
gene que codifica 0 PDGFRA. Estas ultimas sdo de varios tipos (31), sendo a mais comum
a amplificacdo do gene do PDGFRA, presente em 15% dos GBM. Apesar de esta ser

menos comum em gliomas do que a amplificacdo do gene do EGFR, constitui a segunda
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amplificacdo de genes codificantes de RTK mais frequente neste tipo de tumores (1,31),

sendo mais comum em GBM secundérios (32).

Quando esta amplificacdo esta presente, foi observada a associacdo, em 40% dos
casos, de uma deleccéo intragénica, denominada PDGFRA’. Trata-se de uma deleccéo
in-frame de 243 pares de bases nos exfes 8 e 9, que leva a formagdo de um dominio
extracelular mutado (1), numa percentagem aproximadamente igual & encontrada para a
mutacdo EGFRvIII em contexto de GBM com amplificacdo do gene de EGFR (31).
Adicionalmente, poderd também ocorrer a fusdo in-frame entre o gene codificante do
receptor do dominio de inser¢do de cinase (KDR) e o gene de PDGFRA (1), doravante
designada por fusdo KP. O produto de ambas as mutacdes (PDGFRA"’ e fusdo KP) tem a
capacidade de aumentar a actividade de tirosina-cinase e o potencial de transformacé&o.
Este efeito € anulado pelo bloqueio de PDGF (31). Muta¢cfes pontuais estdo também
associadas a amplificacdo do gene PDGFRA, mas, contrariamente as alteracfes de EGFR,

sdo raras (1,31).

Aproximadamente 30% dos casos de GBM apresentam activacdo da via de
PDGFRA, mesmo na auséncia de amplificacdo do gene que o codifica (12). Este achado é
concordante com a observacao de que a sobreexpressdo de PDGFRA em GBM ¢ de 25% a
30%, uma frequéncia superior & demonstrada para a amplificacdo de gene que codifica este
receptor (15%). Esta maior frequéncia pode também dever-se a co-activacdo de PDGFRA
por outros RTK, como, por exemplo, 0 EGFR (12). De acordo com o The Cancer Genome
Atlas, a co-amplificacdo de RTK parece estar presente em 5% dos casos. Pelo menos 14%
dos casos de GBM associados a amplificacdo do gene EGFR, 19% dos casos de
amplificacdo de MET e 43% dos casos de amplificacdo de PDGFRA evidenciam a

presenca de co-amplificacdo de RTK. Esta observacdo € importante no contexto do
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desenvolvimento de terapéuticas de inibicdo de RTK, nomeadamente na inibicdo de

PDGFRA (12).

A sobreexpressdo de PDGFRA foi observada em astrocitomas de todos os graus

(5), 0 que sugere que se trate de um evento inicial na génese de gliomas (33).

Em doentes com GBM néo seleccionados (isto €, sem uma mutacdo conhecida), a
inibicdo de PDGFRA ndo mostrou beneficio no tratamento. Por outro lado, a inibicdo do
PDGFRA em contexto de GBM com amplificacdo deste gene poderd ser benéfica.
Contudo, deve ter-se em conta a fraca resposta de GBM com alteracdes a nivel de EGFR a
inibidores de EGFR, assim como a capacidade de outros RTK substituirem o0 PDGFRA na

activacdo da via que lhes corresponde, caso este seja inactivado (31).

Relativamente a sua influéncia no prognéstico, ndo foi encontrada uma relacao
entre a expressdo de PDGFRA e a sobrevida dos doentes. No entanto, a auséncia de
expressao de PDGFRA esté associada a idade e a pior prognostico, segundo Martinho et al

(34).

PTEN

O gene codificante de PTEN localiza-se no cromossoma 10923.3, codificando um
dominio central com homologia para a regido catalitica de tirosina fosfatase (4), e
apresentando um papel importante na regulacdo da proliferacdo e apoptose celulares e

invasdo tumoral, ao desfosforilar directamente a cinase de adesdo local (FAK) (4,6).

A PTEN utiliza um mecanismo de supressdo tumoral Unico, através da regulacdo de
via de sinalizacdo mediada por PI3K/Akt. A activacdo do PI3K gera PIP3, ao fosforilar
PIP2. O PIP3 funciona como um segundo mensageiro importante para a activacdo de Akt.
Posteriormente, o Akt activado fosforila uma variedade de substratos, regulando assim

importantes processos, tais como a progressdo, crescimento, sobrevivéncia, motilidade e
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adesdo celulares, expressdao proteica, metabolismo da glicose e angiogénese (35,36). A
accdo de PI3K é antagonizada directamente pela 3-PtdIns (3,4,5) fosfatase codificada pelo
gene de PTEN (37). Este mecanismo de supressdo tumoral esta dependente da actividade
de lipido-fosfatase da PTEN enquanto fosfatase de dupla especificidade (tirosina-fostase e
lipido-fosfatase) (36). Quando o gene codificante de PTEN se encontra alterado, esta
proteina mantém a sua capacidade de tirosina-fosfatase, mas perde a capacidade de lipido-
fosfatase, responsavel pela supressdo tumoral, sendo esta alteracdo observada em varios

tumores, incluindo o GBM (35,38).

A desregulacdo da via de sinalizacdo por PI3K resultante de alteragcdes genéticas a

nivel do gene PTEN ocorre por perda de heterozigotia, por mutacdo ou por metilacdo (35).

Estas alteracdes genéticas ocorrem raramente em estadios de baixo grau, com uma
maior taxa de inactivacdo em estadios avancados da doenca. Deste modo, a inactivacdo da
PTEN ndo parece ser requisito para a iniciacdo da carcinogénese, mas constitui um marco

na progressao para um cancro mais avancgado (35).

O gene PTEN encontra-se alterado em 15-40% dos GBM, com a quase totalidade
de alteracBes correspondendo a GBM primarios, sendo raras em GBM secundarios

(5,13,39).

Apesar de raras em GBM secundarios, as alteracGes do gene codificante de PTEN
ocorrem neste subtipo (e também em gliomas de baixo grau) sob a forma de hipermetilagédo
do promotor do gene de PTEN (40), conduzindo a inactivacdo de PTEN e consequente
activacdo de Akt (41). Este fendmeno epigenético, por sua vez, € raro em GBM primarios
(40). A hipermetilacdo do promotor do gene de PTEN é fundamental no desenvolvimento
de astrocitomas de baixo grau, assim como na sua progressao para GBM secundario. Por

outro lado, o desenvolvimento de GBM primarios esta intimamente relacionado com
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mutacdes deste gene. Estes dois subtipos de GBM partilham as alterac6es da via PI3K, mas

por diferentes mecanismos (41).

A PTEN faz também parte de uma rede de sinalizacdo cujos mecanismos
contribuem para a resisténcia a QT. Esta resisténcia deriva do facto de muitos agentes
terapéuticos danificarem directa e indirectamente o0 ADN, promovendo a activacédo de vias
apoptdticas, pela acgdo da p53. Por sua vez, a sinalizacdo feita por PI3K/Akt promove a
fosforilacdo e translocacdo para o nucleo da oncoproteina MDMZ2, onde esta regula
negativamente a accdo apoptdtica da p53. A capacidade de PTEN de inibir a via de
sinalizacdo PI3K/Akt permite-lhe bloquear a entrada de MDM2 no ndcleo, confinando-a
ao citoplasma, o que conduz a sua degradacdo, o que promove a ac¢ao da p53. A PTEN
permite, assim, a actuacdo da p53 pela inibi¢do da via PI3K/Akt e pelo bloqueio da entrada
de MDM2 no ndcleo celular, evidenciando a interligacdo que existe entre varios
supressores de tumor. (35,38) Uma inactivacdo do gene de PTEN ou uma inactivagdo
inadequada do circuito PISK/Akt/MDM2 conduz a uma perda de funcdo de p53 e a
incapacidade das células em responder a agentes danificadores do ADN com uma resposta

apoptotica (35,38), o que diminui a resposta a QT.

A inactivacdo da PTEN por mutacdo ou por perda de heterozigotia esta associada a
pior sobrevida e pior outcome sugerindo que este gene possa funcionar como um potencial
marcador de prognostico (35,42). Segundo Fenton et al, também a fosforilagdo do residuo
de tirosina Y240 de PTEN também estd associado a menor sobrevida em doentes com
GBM, sendo um achado frequente em amostras destes tumores. Para além disso, esta
fosforilagdo condiciona também resisténcia a terapéutica com inibidores de EGFR em
doentes com alteragdo neste mesmo gene, sendo uma das explicacdes para este fendGmeno.
De referir que a fosforilagdo de PTEN a nivel de Y240 nédo afecta a sua capacidade de
antagonizar a sinalizacdo mediada por PI3K, o que evidencia que, para além de haver
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perda e mutacdo do gene de PTEN, também poderdo estar envolvidos fenomenos de

fosforilagcéo no desenvolvimento e tratamento de GBM (39).

Em sindromes com maior predisposi¢cdo para cancro tais como a doenca de
Cowden, a doenca de Lhermitte-Duclose e a sindrome de Bannayan-Zonana, foram
verificadas mutacBes pontuais em PTEN, que ndo demonstraram efeito a nivel da sua
actividade enzimatica, mas tiveram repercussdes importantes na regulacdo da sua
localizacdo. Esta localizacdo, quer nuclear quer citoplasmaética, determinada pelas

mutacdes parece comprometer a sua funcao supressora tumoral (37).

OUTROS — NF1 e PI3K1

O The Cancer Genome Atlas identificou alteracdes genéticas adicionais no GBM
para a via EGFRRASNF1PTENPI3K, nomeadamente muta¢des/delecgdes homozigdticas

do gene NF1 (18%) e mutagdes a nivel PIK3R1 (10%) (5).

NF1, localizado a nivel de 17g11.2 (23), € um gene supressor tumoral que codifica
a neurofibromina 1. Esta actua como um regulador negativo de Ras (5), cuja ac¢do tem
influéncia na sobrevivéncia e migracao celular (29). Tem ainda um papel em vias mediadas
por adenilato ciclase e Akt/mTOR (2,5,43). A perda da fungdo de NF1 pode ocorrer por

mutacéo e deleccéo (2).

A neurofibromatose 1 é uma doenga autossomica dominante que ocorre por
mutacdes a nivel do gene NF1, sendo caracterizada por multiplos neurofibromas, tumores
malignos da bainha dos nervos periféricos e outros astrocitomas, maltiplas manchas café
com leite, efélides inguinais e axilares, hamartomas da iris (nddulos de Lisch) e varias
lesGes Gsseas. Tem uma prevaléncia de 1 por cada 4000 recem-nascidos. A maior parte dos
tumores que resultam desta sindrome séo astrocitomas pilociticos do nervo O&ptico.
Também os GBM e restantes astrocitomas ocorrem frequentemente nesta sindrome (2).
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Nos casos de GBM em contexto de neurofibromatose 1, a inactivacdo do gene codificante

de NF1 resulta na desregulacdo da sinalizagao por Ras, promovendo a carcinogenese.

Por outro lado, em casos de perda de funcdo de NF1 em gliomas esporadicos, esta
pode ocorrer por dois mecanismos: degradacao proteossomica excessiva e perda genética
(44). A primeira é originada pela desestabilizacdo de NF1, que é despoletada pela
hiperactivacdo de proteina cinase C (PKC), conduzindo a uma degradacdo por parte do
sistema ubiquitina-proteossoma e conferindo sensibilidade a inibidores de PKC. Ja a
segunda, estad presente num outro conjunto de GBM que ndo apresenta sensibilidade a
inibidores de PKC, mas sim a inibidores de mTOR. Nestes, observa-se a ocorréncia da
perda total de NF1, o que s6 pode suceder quando a p53 se encontra concomitantemente
inactivada (44), sendo que esta Ultima ocorre em primeiro lugar nos GBM que apresentam

estas alteracdes genéticas (26).

O complexo PI3K é constituido por duas subunidades: uma subunidade catalitica,
pll0a que é codificada por PIK3CA, e uma subunidade reguladora, p85a, codificada por
PIK3R1. MutacGes e amplificacbes a nivel de PIK3CA séo raras (5% e 13%) em ambos 0s
tipos de GBM. Por outro lado, mutacGes a nivel de PIK3R1 foram detectadas em 10% dos

casos (5).

Via de sinalizacdo p16'™“*/CDK4/Rb1

A pRb, codificada pelo gene Rb1, actua atraves do controlo da transicdo da fase G1
para a fase S do ciclo celular, impedindo a esta progressdo em células com danos no ADN,
pela inibicdo do factor de transcrigdo E2F1. No final da fase G1, o complexo cinase
dependente de ciclina 4 (CDK4) /ciclina D1 fosforila a pRb, inactivando-a, aumentando,
desta forma, a libertacdo de E2F1 e contribuindo para a libertacdo de proteinas nucleares,

com activacdo de genes envolvidos na transicdo G1-S. Por sua vez, a p16™“* liga-se a
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CDK4, inibindo o complexo CDK4/ciclina D1, com consequente inibicdo da transi¢cdo G1-

S (4,5,29). Esta via € importante na patogénese de GBM primarios e secundarios (4).

Os GBM tém a capacidade de contornar processos de inibicdo do ciclo celular
através de alteracBes genéticas relativas a via p16™“*? [CDK4Rb1, (45), sendo estas
virtualmente exclusivas entre si (5). Segundo o The Cancer Genome Atlas, a frequéncia
total das alteracdes na via de sinalizacdo p16"™“* /CDK4Rb1 ¢ de 78%, com 52% de
deleccdes homozigéticas ou mutaces para p16"™*? 47% de deleccbes homozigéticas para
p15INK4b, 2% de deleccdes homozigéticas para pl8INK4c, 18% de amplificagdo de
CDK4, 2% de amplificagdo da ciclina D2, 1% de amplificacdo de CDK6 e 11% de

mutacgdes ou deleccdes homozigoticas de Rb1 (5).

bl
O gene Rbl que codifica a proteina pRb localiza-se no cromossoma 13 (13g14)
(14), sendo considerado um gene supressor tumoral, uma vez que actua como inibidor da

progressédo do ciclo celular, como foi referido anteriormente.

A perda de funcdo do gene Rbl resulta na auséncia da pRb ou numa pRb
inadequadamente desfosforilada, o que, por sua vez, impede o bloqueio de E2F1, estando
este, entdo, livre para dar a continuidade ao ciclo celular (46). Esta anomalia é encontrada
em varios tipos de cancro, nomeadamente em cancros da mama, pulmédo e bexiga, assim
como em sarcomas e gliomas (14). No GBM, esté presente em até 25% dos casos (15).
Adicionalmente, a perda de funcdo de Rbl conduz a expressdo de genes anti-apoptose

como o Bcl-2, implicando um descontrolo na proliferagéo celular (29).

No que respeita a perda de funcdo do gene Rb1, a inactivagdo de ambos os alelos
em células tumorais foi inicialmente detectada concomitantemente com perda de

heterozigotia no locus deste gene, associacdo observada em 25% a 45% dos GBM. A
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inactivacdo completa do gene, uma vez que ndo poderia ser explicada isoladamente pela
LOH, foi atribuida a alteracdes como microdelec¢des ou mutacdes inactivadoras no alelo

remanescente (14).

Todavia, observou-se uma baixa taxa de mutagdes inactivadoras (5%-12%), o que
juntamente com a perda de expressao de pRb na auséncia de perda de heterozigotia noutros
cancros (mama, préstata e hipofise) sugeria a existéncia de outro mecanismo que pudesse
explicar as alteracOes da expressdo do gene Rb1. Pensou-se na possibilidade da ocorréncia
de mutagdes (microdeleccdes e mutagdes inactivadoras) na regido promotora do gene para
explicar esta perda de fun¢do, como acontece no cancro da prostata e retinoblastoma. No

entanto, ndo foram observadas mutacGes desta regido em casos de GBM (14).

Outra proposta foi o envolvimento de fendmenos epigenéticos na origem desta
anomalia, mais concretamente, a metilacdo de determinadas regiées do promotor do gene
Rb1, que causariam uma replicacdo atrasada e/ou inibicdo da iniciacdo da sua transcricao.
De facto, Gonzalez-Gomez et al verificaram que 21% dos GBM com perda de funcéo de
Rb1 apresentavam hipermetilacdo do promotor deste gene (14), com uma frequéncia
ligeiramente superior (25%) num estudo realizado por Nakamura et al. Este estudo
concluiu ainda que 85% dos GBM com perda de expressdo de Rbl apresentavam
hipermetilagdo da regido promotora do gene, 0 que comprova a existéncia de uma relagéo
clara entre estes dois fendmenos, sendo considerada pelos autores como um mecanismo
major da perda de expressdo de Rbl. A hipermetilacdo da regido promotora é mais
frequente em GBM secundarios (40%) do que em primarios (15%) e € tida como um

evento tardio da progressdo de astrocitoma (15).

A perda de funcéo do gene Rb1l estd associada a um maior grau de malignidade e

parece tratar-se de um factor de progndstico no GBM (14).
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Finalmente, a fosforilacdo inadequada de pRb pode estar presente nos GBM que
apresentam genes Rb1 selvagens, ou seja, sem alteracdes, através da perda de expressao de

6Ink4a

pl ou amplificacdo do gene de CDK4 e consequente sobreexpressao (46), fenomeno

que sera abordado adiante.

6i n k 4a

bl -

6ink4a

O gene pl localiza-se a nivel do cromossoma 9 (9p21), actuando como

supressor tumoral através do seu produto, p16i""4él

(inibidor da cinase dependente de ciclina
2%) Este liga-se a CDK4, no sentido de inibir a funcdo do complexo CDK4/ciclina D1,
mantendo a pRb desfosforilada, com bloqueio da funcéo desta e impedindo a progresséo
do ciclo celular. O locus onde se situa o gene codificante de p16ink4, denominado também
por locus Ink4a/ARF ou CDKN2A (inibidor da cinase dependente de ciclina 2A) (32), é
responsavel ndo s6 pela producdo de pl6™* mas também pela producdo de p14”"*
(Inibidor da cinase dependente de ciclina 2b), por um processo de splicing alternativo. Esta
actua a nivel da via de sinalizacio p53MDM2MDM4pH14°7F. Assim, a inactivacdo dos
genes a nivel deste locus tem efeito nas vias de Rbl e de p53, ou seja, podera ter
implicacfes na génese de gliomas (11,29). Até 50% dos gliomas apresentam delec¢des

homozig6ticas que afectam estes dois genes, sendo uma das alteragdes genéticas

frequentemente adquiridas durante a progressao tumoral em casos de GBM (29)

Diferentes mecanismos foram descritos para a ocorréncia de inactivacdo do gene

nkda

codificante de p16i™ -, & semelhanca do que acontece para o gene Rb1, nomeadamente a

deleccdo homozigotica e a hipermetilacdo da regido promotora deste gene (29).

A deleccdo homozigotica ocorre, segundo Solomon et al, precocemente na

patogénese do GBM (47), estando presente, segundo Schmidt et al, em 41% destes
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tumores, mais frequente em GBM primarios do que em secundarios (16). Foi observada a

associacédo entre a amplificacdo de EGFR e esta delecgéo (48).

Relativamente as diferencas entre 0 GBM primério e secundario no que concerne a
mutacdes do gene p16™“? de forma global, ndo existe nenhuma tendéncia em particular

(29).

Os dados relativos a influéncia da deleccéo do locus de p16™“ no progndstico do
GBM mostraram-se inconclusivos. Kamiryo et al observaram que esta alteracdo constituia
um critério desfavoravel para a sobrevida em casos de GBM. Labuhn et al, por outro lado,
apenas demonstraram menor sobrevida em pacientes com mais de 50 anos. Por fim, um
6ink4a e

estudo por Ohgaki et al, ndo encontrou uma relacdo entre o status do gene de pl a

sobrevida dos pacientes (6).

No que toca as alteracdes epigenéticas que afectam este gene, destaca-se o

6ink4a

silenciamento do gene pl pela hipermetilacdo do seu promotor (49), tendo sido

detectado em 60% dos casos de GBM (17).

CDK4
O gene que codifica a CDK4 localiza-se a nivel de 12914.1 (23), codificando a
cinase dependente de ciclina (CDK4), que forma um complexo com a ciclina D1, capaz de,

entre outros, fosforilar a pRb e, deste modo, promover a progressao do ciclo celular (16).

A amplificacdo dos genes a nivel da regido 12q13.3-14.1 é uma das amplificacBes
mais comuns no GBM, tendo sido também observada em casos de cancro do pulméo,
mama e em melanomas. O gene codificante de CDK4 ¢ afectado por essa amplificacdo
(50), que ocorre em 14% dos casos (13). Esta associa-se frequentemente a amplificacéo de
MDMZ2, parte integrante da via de sinalizagdo da p53, uma vez que o gene que o codifica

se encontra também a este nivel (10), afectando a regulacéo do ciclo celular.
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Via de sinalizacaoTP53MDM2MDM4p14"""

Apos a infliccdo de dano ao ADN, a p53 € activada e induz a transcricdo de genes
como p21VA/CIPL (5) que actua por inibicdo de CDK, afectando a progressdo do ciclo
celular (51). Alternativamente, a p53 liga-se também a proteina MDM2, o que inibe a
capacidade da primeira de activar a transcri¢do (5). A transcricdo de MDM2 é induzida
pela p53 (4). A MDM2 é também mediada pela proteina p14“*", que bloqueia a funcéo da
primeira, estabilizando a p53. Contrariamente & MDM2, a p14""F é regulada
negativamente por p53 (5). A MDM4, uma proteina relacionada com a MDM2, inibe a

transcricdo da p53 e aumenta a actividade da MDM2 (37).

A p53, enquanto supressora tumoral, impede a propagacdo das células
geneticamente instaveis, através da suspensdo do ciclo celular em G1 ou pela estimulacao

da apoptose ou paragem da proliferacdo celular (37).

Quase todos 0s GBM contém alteracGes a nivel desta via, mas cada tumor apresenta
mecanismos distintos para a alteracdo da mesma — mutagdo ou delec¢do homozigotica de
p53, mutacdo ou deleccdo homozigética de pl4“"F ou amplificacdo de MDM2 efou
MDM4 (45). De facto, segundo o The Cancer Genome Atlas, a frequéncia total de
alteracOes a nivel desta via é de 87%, compreendendo mutacdes e deleccdes homozigoticas
de p53 (35%), amplificacdo de MDM2 (14%), amplificacdes de MDM4 (7%) e mutacdes e

deleccBes homozigéticas de p14”RF (49%) (13).

Pelo menos uma alteragdo a nivel desta vida de sinalizacdo foi observada em

aproximadamente 50% dos GBM primarios e mais de 70% dos GBM secundarios (5).

Verificou-se uma relagéo inversa significativa entre a amplificacdo de MDM2 e a

ARF
4

mutacdo de p53 e entre alteracdes a nivel pl e mutacgdes p53 (5).
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ps3

O gene que codifica a p53 localiza-se a nivel de 17p13.1 (23). Como foi referido
anteriormente, esta proteina actua em varios processos celulares, incluindo o ciclo celular,

resposta celular ao dano do ADN, morte celular e diferenciacdo celular (19).

A importancia da p53 no GBM é demonstrada pelo aumento da incidéncia de
gliomas no contexto de sindrome de Li-Fraumeni, uma sindrome familiar com

predisposicdo para cancro associado a mutacdes de p53 (37).

Segundo o The Cancer Genome Atlas, a influéncia da p53 em GBM ocorre por

mutacdes e delecdes do gene que a codifica, que se observam em 35% dos casos (13).

As mutacdes do gene que codifica p53 sdo as primeiras alteracfes detectaveis em
dois tercos de astrocitomas de baixo grau (Figura 2), sendo esta frequéncia semelhante a de
astrocitomas anaplasicos e GBM secundarios, pensando-se que seja um evento precoce no

desenvolvimento de GBM (4).

No que respeita as mutacdes que afectam este gene, estas ocorrem mais

frequentemente em GBM secundarios (65%) do que em GBM primarios (28%) (4).

No caso do GBM secundario as mutagcdes ocorrem preferencialmente nos coddes
248 e 273 (57% dos casos), 0 que nao se verifica em casos de GBM primario, encontrando-
se equitativamente distribuidas por diferentes exdes, com apenas 17% a ocorrer nos coddes
supracitados. Verificou-se ainda que mutagOes pontuais em locais CpG deste gene eram
mais frequentes em GBM secundario do que primario, o que permitiu concluir que, quando
estas ocorrem, especificamente nos codfes 248 e 273, tratar-se-4 de um evento precoce
associado a transformacdo maligna que integra a progressdao para GBM secundario.

Embora menos frequentes e com um padrdo menos especifico no GBM primario, as
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mutacdes da p53 poderdo desempenhar um papel, ainda que acessério, no aumento da

instabilidade gendmica (4).

De acordo com Yin et al, a dissomia uniparental adquirida (AUPD) do cromossoma
179 é uma alteracdo frequentemente associada a p53 mutada, em GBM. Esse fendmeno
resulta numa regido cromossémica duplicada, contendo um gene supressor de tumor
inactivado ou um oncogene activado. A ocorréncia de AUPD pode resultar em duplicagéo
do alelo mutado ou em perda do alelo normal deste gene. Em casos de GBM, prevalece a

primeira (18).

Outra das alteracdes associada a mutacdo da p53 € a hipermetilacdo do promotor do
gene de MGMT. O produto deste gene é responsavel pela reparacdo do ADN e esta
implicada na resisténcia a terapéutica, sendo abordado mais adiante. Normalmente, esta

alteracdo epigenética ocorre antes da mutacéo da p53 (52).

Segundo Ohgaki et al, a presenca de mutacGes de p53 esta associada a maior

sobrevida. Contudo, ap0s ajuste etario, esta associa¢cdo ndo se verificou (6).
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ASTROCITOS OU STEM CELLS PRECURSORES

OMS Grau Il

ASTROCITOMA
BAIXO GRAU
Mutacéo da p53 (59%) (4)

OMS Grau I

ASTROCITOMA
ANAPLASICO

Mutacéo da p53 (53%) (4)

OMS grau IV

GBM PRIMARIO
LOH 10q (70%) (4)
Amplificacdo EGFR (40-50%)
Deleccdo de p16™“* (41%)
Mutacéo da p53 (28%)
Mutacéo de PTEN (25-40%)

OMS grau IV

GBM SECUNDARIO

LOH 10q (63%) (4)
Amplificacdo EGFR (8%)
Deleccéo de p16'™“* (41%)

Mutagdo da p53 (65%)
Mutacdo de PTEN (4%)

Figura 2. AlteracOes genéticas mais frequentes em GBM priméarios e secundarios
(adaptado de Ohgaki et al (4)).

P147%"
O gene que codifica p14“~F, também designado por locus Ink4a/ARF ou CDKN2A,

4R resulta de

localiza-se a nivel de 9p21. Como foi referido anteriormente, a proteina pl
um processo de splicing alternativo, do qual resultam duas proteinas distintas, com
interferéncia em vias de sinalizacdo distintas, p16ink4 e p14”"F (29). Esta ultima proteina

actua por ligagdo a MDM2, estabilizando a p53 e neutralizando MDM2 (18,53).
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O locus CDKN2A encontra-se frequentemente sujeito a delec¢cdo em neoplasias

humanas, incluindo tumores cerebrais (54).

ARF
4

A perda de expressdo de pl é observada em 76% dos casos de GBM (4), mais

frequentemente em primarios, associando-se tipicamente a duas alteracGes: a delec¢do
homozigotica e a hipermetilagdo do promotor do respectivo gene (5). A perda de expressao

de p14”%¥ por inactivacdo mutacional é rara (49,53).

ARF
4

Apesar de a hipermetilagdo do promotor do gene de pl ser frequente em GBM

secundarios, ndo se verificaram diferencas significativas na frequéncia total de alteracGes

ARF
4

para o gene codificante de pl em ambos os subtipos de GBM (5,29). A hipermetilacdo

do promotor do gene de p14”%F

é um evento precoce no que respeita a astrocitomas que
sofrem progressao para GBM secundarios, 0 que ndo se verificou no caso de deleccao
homozigédtica (54). Este fendmeno epigenético foi observado em cerca de 30% dos
astrocitomas de baixo grau e GBM secundarios e cerca de 50% dos GBM primarios (19).

ARF
4

A presenca da hipermetilacdo do promotor de pl estd associada a uma sobrevida mais

curta em casos de astrocitoma (55).

MDM2/MDM4

O gene que codifica MDM2 localiza-se a nivel de 12914-15. MDM2 é um
modulador da actividade da p53, inibindo a sua actividade transcricional, participando

também na ubiquitinacdo e degradagéo proteossémica de p53 (53).

A proteina codificada encontra-se amplificada em aproximadamente 15%,
ocorrendo quase exclusivamente em GBM primarios que nao apresentam mutacéo a nivel
de p53 (5,29). Biernat et al determinaram que a sobreexpressdo de MDM2 esta presente
em 52% dos GBM primarios mas apenas 11% dos GBM secundarios. Dos 52% de GBM

apresentando sobreexpressdo de MDMZ2, apenas 1 apresentava mutacdo a nivel de p53,
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sugerindo que a sobreexpressdo de MDM2, com ou sem amplificacdo do gene que lhe
corresponde, constitui um mecanismo molecular de escape ao controlo do crescimento
regulado por p53, dtil na evolucdo de GBM primarios tipicamente sem mutagdes de p53
(56). Por sua vez, GBM secundarios apresentam frequentemente inactivacdo de p53 mas

através de um mecanismo mais directo, pela mutacéo do proprio gene (32).

A descoberta de um gene relacionado com MDM2, MDM4 (1g32), que inibe a
transcricdo de p53 e aumenta a actividade de ubiquitina ligase de MDM2, conduziu a
descoberta de que a esta via se encontra inactivada em 4% de GBM que ndo contém

alteracdes a nivel de p53 ou MDM2.

Segundo Yin et al, a amplificacdo do gene da MDM4 é similar a amplificacdo do

gene da MDM2 em amostras de GBM, sendo que estas raramente coexistem (48).

Perda de heterozigotia

A perda de heterozigotia (LOH — loss of heterozigoty) é um achado frequente em
células de vaérios tipos de tumor. Define-se como a perda de um alelo de um locus
especifico, causado por uma deleccdo ou a perda de um cromossoma de um par de
cromossomas, resultando numa hemizigotia anormal. E detectado quando marcadores
heterogéneos de um locus surgem monomdrficos porque um dos alelos foi eliminado por
deleccdo. EM GBM, quer priméarios ou secundarios, a LOH é um achado comum, sendo

encontrada em diversos cromossomas.

Perda de heterozigotia do cromossoma 10

A LOH do cromossoma 10 é a alteracdo genética mais frequente no GBM,
ocorrendo em 60% a 80% dos casos (29), por vezes com perda de um braco completo (10p

ou 10qg (5)).
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Muitos casos de GBM aparentam ter perdido a totalidade de uma das copias do
cromossoma 10, sendo que varios estudos com foco em LOH em GBM sugerem que pelo
menos trés loci sofram deleccdo (10pl14-pl5, 10923-24 e distalmente a 10g25), o que

sugere a presenca de importantes genes supressores tumorais a nivel destes.

A maior parte dos GBM primérios apresentam perda total do cromossoma,
enquanto os GBM secundarios apresentam apenas perda parcial de 10g (29), com uma
frequéncia até 70% (5). Por outro lado, a LOH de 10p é muito rara em GBM secundarios

(57).

A LOH de 10q parece estar associada a menor sobrevida em doentes padecendo de

GBM.

Ohgaki et al mostraram que a LOH de 10qg se apresenta tipicamente associado a
outras mutacbes encontradas no GBM, mencionadas anteriormente, nomeadamente a
amplificacdo do gene de EGFR (25,8%), a mutacdo de p53 (23,7%), a deleccdo de p16™“
(23.3%) e mutacdo de PTEN (16,2%), o que sugere que a LOH de 10qg e pelo menos uma
outra alteracdo genética actuardo em conjunto na evolugdo da maioria dos GBM (6).
Apesar disso, verificou-se que a mutacdo de p53, deleccio de p16™“* e mutagdo de PTEN
ndo sdo encontradas concomitantemente, exceptuando-se a correlacdo positiva entre a

deleccdo de p16™ ** e a amplificacdo de EGFR (6).

A LOH da regido 10g25-qgter, distal ao locus de PTEN (10g23.3), parece estar
associada a aquisicdo de um fenétipo de GBM, sugerindo que a inactivacdo de um gene
supressor de tumor nesta regido podera ser crucial para o desenvolvimento deste tumor.
Genes candidatos incluem DMBTL1 (Deleted in malignant brain tumors 1) e FGFR

(receptor do factor de crescimento dos fibroblastos) (6). Este locus foi associado a uma
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progressao histologicamente reconhecida de astrocitoma de baixo grau para um fenétipo de

GBM altamente anaplésico (57).

Outras regides sdo frequentemente perdidas a nivel de 10q, incluindo regides
contendo os genes codificando PTEN (10923.3), MGMT (10926) e ANXA7 (10921.1 -

g21.2), um inibidor do EGFR (10,58).

A LOH para a regido contendo o ANXA7 (annexin 7) ocorre em aproximadamente
75% dos GBM, de acordo com o The Cancer Genome Atlas, conduzindo a perda
significativa dos niveis de expressdo desta proteina. Este fendmeno leva ao aumento de
72% — 744% da abundancia de EGFR e ao aumento do potencial de transformacdo de
EGFR nas células de GBM. Quando considerado o facto de que mutacdes a este nivel sdo
pouco frequentes (cerca de 6% dos tumores), considera-se que o gene ANXA7 actua como
um gene haploinsuficiente, uma vez que, embora esteja presente uma cépia funcional do
gene, esta ndo tem a capacidade de codificar proteinas em quantidade suficiente para
sustentar uma condicdo igual a normal. A haploinsuficiéncia do ANXA7 duplica o
potencial tumoral das células de GBM e a associacdo do knockdown de ANXA7 e a
sobreexpressdo de EGFR promove sinergicamente a carcinogénese. A LOH da regido

contendo ANXAY7 esta associada a pior sobrevida (58).

Outro inibidor de EGFR frequentemente sujeito a deleccdo é NFKB1A, que se
localiza no cromossoma 14, sendo que esta deleccdo estd também associada a pior

prognostico (10).

Perda de heterozigotia de 139

LOH 13q foi detectada em 12% de GBM primarios e 38% de GBM secundarios,

incluindo tipicamente o locus do gene Rb1 (5,59).
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Perda de heterozigotia de 6qg

A LOH 6q ocorre em aproximadamente um terco dos astrocitomas anaplasicos (5).
Segundo Yin et al, a perda de 6q ocorre em 29% dos GBM, sendo que 4% destas
apresentam deleccdo a nivel de 6926-27, incluindo os genes PARK2, QKI (Quaking
homolog, KH domain RNA binding) e PDE10A (fosfodiesterase 10A). Pensa-se que 0 gene
PARK?2 (Parkinson protein 2), que se encontra mutado em alguns pacientes com doenca de
Parkinson juvenil autossémica recessiva, possa actuar como um gene supressor tumoral em
cancro da mama e do ovario, assim como em leucemias. Segundo o estudo realizado por
estes autores, aproximadamente 61% das amostras de GBM apresentavam uma expressao
reduzida de PARK2 quando comparada com tecido cerebral normal de controlo. Estes
achados sugerem que PARK2 podera actuar como gene supressor de tumor, que se

encontra inactivado em GBM (10,48).

Perda de heterozigotia de 9p

De acordo com o The Cancer Genome Atlas, a LOH de 9p é a alteracdo genética
mais comum para a via de sinalizacdo p16™“* /CDK4Rb, ocorrendo pela deleccdo do
locus de CDKN2A/B (55%/53%) a nivel de 9p21.3 (13), que contém 0s genes supressores
de tumor p14”%F, p15™¥*® (inibidor da cinase dependente de ciclina 2B), e p16™"**. Estes
genes codificam proteinas com papel importante a nivel do ciclo celular, a via de Rbl,
como ja foi referido, e também a via da p53 (48). A deleccdo dos genes CDKN2A e
CDKNZ2B (inibidor da cinase dependente de ciclina 2B) é frequentemente acompanhada pela
deleccdo de CDKN2C (inibidor da cinase dependente de ciclina 2C) no cromossoma 1p32,
que codifica outra proteina do ciclo celular p18™K*¢. A LOH 9p é mais comum em

sobreviventes a curto-prazo (10).
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Adicionalmente, a regido 9p23-24.1 encontra-se frequentemente sujeita a delecgédo
em GBM (6%). Em situacdes normais, codifica o gene do PTPRD (receptor tirosina-
fosfatase tipo D), um, com funcdo supressora tumoral. Para além da LOH, também se
encontra frequentemente inactivado por hipermetilacdo do respectivo promotor (37%) (5),
com um total de inactivacdo de PTPRD em mais de 50% dos GBM, segundo Veeriah et al.

A perda de expressdo de PTPRD em gliomas esta associada a pior prognostico (60).

Perda de heterozigotia 1p/19q

A LOH de 1p é rara em ambos os tipos de GBM (12% nos GBM primérios e 15%
nos GBM secundarios), estando associada a sobrevida mais longa (5). A perda de alelos de

1p foi também observada em 20 a 30% dos astrocitomas (48).

A regido 1p36 encontra-se frequentemente sujeita a deleccdo em cancros
hematopoiéticos, epiteliais e neurais, incluindo neuroblastomas, meningiomas e gliomas. O
recém-descoberto gene supressor de tumor CHD5 (proteina com dominios cromo-helicase
e de ligacdo ao ADN-5), que se localiza em 1p36, e que, como tal, se encontra deletado em
gliomas humanos, mantém os niveis da p53 ao facilitar a expressdo do inibidor da cinase
dependente de ciclina 2A, p19”°7F (ortdlogo de p14”RF, parte importante da via da p53, em

ratos), apresentando-se assim como um mecanismo adicional de inactivacgéo desta via (37).

A LOH 19q é mais frequente em GBM secundarios (54%) do que em GBM
primarios (6%), 0 que sugere que genes supressores de tumor localizados no cromossoma
19q estdo frequentemente envolvidos na progressdo de astrocitoma de baixo grau para
GBM secundario, ndo tendo um papel significativo na patogénese de GBM primarios (59).
A regido mais comummente afectada é 19913.3 (5,59). A LOH de 19q podera actuar como

um marcador de maior sobrevida (37,61), por vezes superior a 3 anos (61).
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A co-deleccdo de 1p e 19q foi observada em oligodendriomas e nestes foi associada
a sobrevida prolongada. Esta associacdo verifica-se também para GBM. Kanu et al
afirmam que a associacdo de LOH 1p e LOH 19q podera indicar um melhor prognostico e

resposta a terapéutica em pacientes com GBM (29).

Perda de heterozigotia 224/7qg

A LOH de 22q é frequente em GM primaérios (41%) e em GBM secundarios (82%).
A frequéncia total da LOH de 22q em GBM é de 53% (10). A LOH de 22q ocorre huma
frequéncia de 20-30% em astrocitomas de baixo grau e anaplasicos (5), associando-se

nestes a pior sobrevida (62).

A caracterizacdo da LOH de 229 em GBM primarios identificou duas regides que
apresentam delecges, 22q12.3-13.2 e 22q13.31. A nivel de 22¢q12.3, uma delec¢do de 957
pares de bases foi identificada em 22 de 23 GBM, uma regido onde se localiza o inibidor
de metaloproteinases-3 tecidual (TIMP-3), com relacdo com a progressdo para GBM

secundario (5).

Por outro lado, a hipermetilacdo do promotor de TIMP-3 foi observada mais
frequentemente em GBM secundarios do que em GBM primarios, relacionando-se com

uma perda de expresséo de TIMP-3 (4).

A LOH de 7q encontra-se presente em 9% a 12% dos GBM (29).

IDH1

O gene IDH1 localiza-se a nivel de 2933, codificando a isocitrato desidrogenase 1,
uma enzima que catalisa a carboxilagdo oxidativa de isocitrato para a-cetoglutarato,
resultando na producéo de NADPH (fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina). A

enzima IDH1 esta localizada no citoplasma e peroxisomas, enquanto as restantes isocitrato
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desidrogenases se localizam a nivel mitocondrial. IDH1 funciona como uma fonte
importante de producéo citosolica de NADPH, necessaria para a regeneracdo de glutationa
reduzida, que funciona como o principal antioxidante celular em mamiferos, considerando-

se, assim, que a IDH1 tém um importante papel no combate ao stress oxidativo (63,64).

A mutacdo a nivel do gene da desidrogenase do isocitrato 1 (IDH1) foi pela
primeira vez associada a casos de GBM em 2009, num estudo realizado por Parsons et al,

ocorrendo em cerca de 12% das amostras (21).

Caracteriza-se por uma mutacdo pontual na posi¢cdo R132 da sequéncia codificante
desta enzima, incluindo diferentes mutagbes R132H, R132C, R132S, R132L e R132G,
com maior frequéncia de R132H (21), que consiste numa substituicdo de uma guanina por
uma histidina na posicdo 132 (64). A nivel proteico, o residuo R132 esta conservado em

todas as espécies, formando ligagGes hidrofilicas com o substrato no local de ligacdo (63).

Estudos demonstram que a idade média de pacientes com GBM e mutacdo a nivel
de IDH1 era significativamente inferior do que doentes sem esta mutacao, o que se deve ao
facto de a maior parte dos tumores com mutacdo IDH1 serem GBM secundarios, que se
desenvolvem em pacientes mais jovens (20). A idade média de doentes com esta mutagédo
foi de 47.9 anos, sendo que aproximadamente 50% dos pacientes com GBM com idade
inferior a 35 anos a apresentavam, em oposicdo a média de 53-56 anos em doentes

apresentando o gene selvagem de IDH1 (20,21).

A mutacéo a nivel do gene IDH1 foi encontrada em praticamente todos os doentes
padecendo de GBM secundario (95%) (21,57), tendo sido praticamente ausente em doentes
com GBM primario (aproximadamente 5% dos casos) (20), o que torna esta mutacdo um
marcador genético fiavel de GBM secundario (57). Uma vez que se observou que 0s GBM

secundarios partilhavam mutac6es a nivel de IDH1 com oligodendrogliomas e esta relagédo
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ndo foi observada em relacdo a GBM primarios, pondera-se que os dois subtipos de GBM

tenham diferentes origens (20).

Pensava-se inicialmente que a mutacdo de IDH1 funcionaria através da sintese
reduzida de a-cetoglutarato, mas novos relatos demonstraram que a enzima resultante da
mutacdo de IDH1 produz um metabolito alternativo, 2-hidroxiglutarato, o que traz uma
nova luz acerca de se a reducgdo terapéutica de 2-hidroxiglutarato podera ser eficaz em
gliomas apresentando mutagdes IDH1, sendo que decorrem no momento estudos neste

sentido (32).

Verificou-se que os doentes com mutacdo para o gene de IDH1 apresentavam
prognostico significativamente melhor, com uma sobrevida média de 3,6 anos, quando
comparada com a sobrevida média de 1,1 anos em doentes apresentando gene IDH1

selvagem.

Sendo a mutacdo a nivel da p53 conhecida como factor de progndéstico positivo,
verificou-se que a sua associa¢do com a mutacdo de IDH1 confere sobrevida ainda mais

longa (21).

Yan et al verificaram que também que a mutacdo a nivel de IDH2 (codificante de
enzima com funcéo similar a de IDH1) confere melhor sobrevida aos pacientes com GBM
onde esta esta presente. Alias, observou-se que os portadores de mutagéo a nivel de IDH1
ou IDH2 apresentavam uma sobrevida média de 31 meses, 0 que € significativamente mais
longo do que a média de sobrevida de 15 meses para doentes sem alteracdes a nivel de
IDH1 ou IDH2 (64). De referir que embora a mutagéo IDH1 seja rara em GBM primarios,

guando presente, € indicadora de melhor prognostico (65).

A mutagdo a nivel de IDH1 mostrou também ocorrer precocemente na evolugéo

tumoral, ao ser identificado em todos os GBM secundarios em estadio inicial (63), assim
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como em tumores de baixo grau (20,64), ndo tendo sido demonstrada a sua presenca apos a

aquisicdo de mutacdo em p53 ou perda de 1p/19q (20).

A mutacéo a nivel de IDH1 foi frequentemente observada em tumores associados a
hipermetilagdo do promotor de MGMT. A inactivagdo de MGMT pela hipermetilacdo do
seu promotor facilita a transicdo de Guanina para Adenosina, afectando genes cruciais,
como p53 e Ras. Assim, a metilagdo de MGMT poderia explicar a maior taxa da mutacao
G395A a nivel do coddo 132, resultando na maior frequéncia de R132H (63), ja referida

anteriormente.

Permanece a davida se a mutacdo de IDH1 constituira um factor de progndéstico per
se ou um factor preditivo da resposta a terapéutica. A transi¢do de Arginina na posicao 132
para Glutamina resulta numa enzima cataliticamente inactiva, sugerindo um papel
importante para este residuo, ndo existindo estudos quanto a substituicdo de Arginina na
posicdo 132 por Histidina (Argl32His), pensando-se que esta podera exercer um efeito
negativo dominante através do deficiente funcionamento de outras subunidades, tornando a
célula mais vulneravel ao stress oxidativo induzido pela RT e QT. Em suma, a mutagédo
Arg132His parece ser uma forte factor independente de prognostico em doentes tratados
para glioma. Se confirmada esta observacdo, a presenca de Argl32His poderd ser um

marcador importante no work-up inicial de doentes com glioma (63).

Epigenética
O silenciamento epigenético de genes supressores tumorais € um fenémeno comum

de instabilidade genémica no cancro.

A epigenética consiste na aquisicdo de caracteristicas de expressdo genica, sem
relacdo com a sequéncia nucleotidea. Sdo exemplos a metilagdo do promotor, desacetilacéo

e metilagédo de histonas, outras modificacGes de histonas que possam alterar a estrutura da
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cromatina directa e indirectamente, e mecanismos de silenciamento de ARN (&cido
ribonucleico) como interferéncia do ARN ou regulacdo da expressdo genica por

microRNA (miRNA ou miR).

Contrastando com a hipometilacdo global do ADN encontrada no GBM e outros
tumores, genes supressores tumorais sdo frequentemente hipermetilados e, por
conseguinte, silenciados (4), fendbmeno importante e precoce durante o desenvolvimento
tumoral (66). Os mecanismos mais bem estudados no GBM séo a metilagdo de ADN,
desacetilacdo de histonas e miR. No geral, GBM secundarios apresentaram uma maior

frequéncia de metilagdo do promotor do que GBM primarios (4).

MGMT

O gene da O6-metilguanina-metiltransferase (MGMT) localiza-se no cromossoma
10926, codificando uma proteina de reparacdo do ADN, a MGMT, que actua através da
remocao de um grupo alquilo da posi¢do O6 da guanina, um local importante da alquilacéo
do ADN (66), com restauracdo da sequéncia de nucleotideos na sua forma nativa, sem
causar quebra da cadeia de ADN. Quando actua, esta enzima é irreversivelmente
inactivada e requer uma sintese proteica de novo para manter a sua actividade. E uma

enzima universalmente expressa nas células humanas (4).

O silenciamento epigenético do gene MGMT pela metilacdo do seu promotor esta
associado a perda de expressao de MGMT e uma diminuicdo da actividade de reparacao de
ADN (66). Este é considerado o principal mecanismo para o silenciamento de MGMT,
uma vez que delegBes, mutagdes e instabilidade de ARN mensageiro sdo eventos raros
(67). A perda da expressdo de MGMT causada por hipermetilagdo do seu promotor foi
detectada 40% a 57% dos GBM (5), estando presente em 75% dos GBM secundarios, uma

frequéncia significativamente maior do que em GBM primérios (36%) (22).
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O silenciamento epigenético de MGMT no GBM confere as células que o
apresentam um fendtipo hipermutador com a criacdo de mutacGes pontuais, nomeadamente
p53 ou 0 oncogene Ras (19,67), tendo sido ja detectada uma correlacdo entre a mutagéao
p53 e a metilagio MGMT no cancro do pulmé&o assim como a presenca de mutacdes G3A
no gene k-ras no carcinoma colorectal (4). Este fenotipo hipermutador resulta de uma
deficiéncia do mecanismo de mismatch repair (MMR) (19). Adicionalmente, a terapia
alquilante do GBM com perda de expressao de MGMT introduz uma pressdo selectiva
para a perda da funcdo de MMR, 0 que é consistente com a observacdo de que 0s genes
que codificam MMR sdo, eles proprios, mutados com a terapéutica. Esta descoberta
levanta a possibilidade de que doentes que respondem inicialmente a terapéutica de
primeira linha poderdo, ndo s6 desenvolver resisténcia a terapéutica, como um fendtipo

hipermutador, deficitario em MMR (13).

Elevados niveis de actividade de MGMT em células tumorais criam um fenétipo
resistente a QT através do bloqueio do efeito terapéutico da mesma, constituindo um
importante factor determinante do insucesso terapéutico (66). Isto é clinicamente relevante
porque os pacientes com GBM apresentando hipermetilagdo do promotor de MGMT

apresentam beneficio substancialmente maior na terapéutica adjuvante com TMZ (22).

A QT actua por alquilacdo do ADN, o que origina emparelhamentos erréneos (por
exemplo, verifica-se a tendéncia da 06-metilguanina em se emparelhar erradamente com a
timina durante a replicacdo do ADN, levando a conversdo de C:G em A:T, a alteragdo mais
frequentemente causada por agentes alquilantes), que vao despoletar, directa ou
indirectamente, citotoxicidade e apoptose celulares (4,19,66). Ora, este emparelhamento
incorrecto pode ser reconhecido pelo sistema pds-replicativo de mismatch repair (MMR),
que corrige este erro, mas somente na cadeia-filha do ADN, deixando intacta a cadeia-mée.
Foi proposto que esta via de reparacdo, numa tentativa de reparar esta alteracdo, inicia
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ciclos repetitivos de sintese e tentativas de restauro sucessivas, 0 que leva a quebras na
cadeia dupla de ADN, acabando, em ultima instancia, por originar a morte celular (68).
Nesta linha, verificou-se que tumores com alteracGes da via de reparagdo do ADN mediada
por MMR sdo 100 vezes mais resistentes a agentes alquilantes (68), uma vez esta

caracteristica reduz a citotoxicidade dos agentes da QT (4).

Consequentemente, a actividade terapéutica mais elevada de agentes alquilantes é
esperada em células tumorais com baixos niveis de MGMT e sistema MMR intacto. Dado
0 papel central de MGMT na resisténcia a agentes de alquilacéo e as suas propriedades

unicas, é um alvo ideal para o potencial de modulacéo bioguimica da resisténcia a QT (68).

A hipermetilacdo do promotor de MGMT confere uma vantagem aos pacientes no
que concerne a resposta a terapéutica com TMZ (67). O status de metilacio de MGMT
demonstrou ter valor prognoéstico uma vez que os individuos cujo tumor apresentava
hipermetilacdo de MGMT tinham maior sobrevida total (18,2 meses) do que os doentes
nos quais esta caracteristica ndo estava presente (12,2 meses), independentemente da

terapéutica a que foram submetidos.

Quando considerado o tipo de terapéutica efectuada e o status de metilacdo de
MGMT, a sobrevida para doentes com hipermetilacdo do promotor de MGMT que foram
submetidos a RT associada a TMZ foi superior a dos doentes apenas submetidos a RT
(21,7 meses vs. 15,3 meses). De referir que, em doentes sem alteracdo do status de
metilacdo de MGMT, o tratamento com RT e TMZ implicou uma sobrevida media de 12,7
meses, comparativamente com 11,8 meses para individuos apenas submetidos a RT, o que

reforca o impacto do status de metilagdo de MGMT (66).

A taxa de sobrevida a 2 anos para o primeiro grupo de doentes foi de 46%, com

uma taxa de 22.7% na sobrevida a 2 anos para o segundo grupo (66).
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Verificou-se ainda que o grupo de pacientes com hipermetilacdo do promotor de
MGMT apresentava uma sobrevida livre de progressdo mais longa e uma melhor resposta
a terapéutica de segunda linha, comparativamente aos doentes sem esta alteracdo. O
conjunto de doentes com esta alteracdo submetidos a RT isolada demonstrou maior
sobrevida livre de progressdo do que o conjunto de pacientes sem esta anomalia e sujeitos
ao protocolo terapéutico com TMZ e RT, o que enfatiza o papel positivo deste fendmeno

epigenético no progndstico destes doentes.

MicroRNA
Os micro-RNAs (miRNAs) sdo pequenas sequéncias de 20-22 nucledtidos de ARN
néo codificantes que mostraram ser codificados pelo genoma da maior parte dos eucariotas

observados até agora.

Rapidamente se tornaram foco de atencdo no que concerne a regulacdo da
expressao génica, sendo-lhes atribuido um papel importante no desenvolvimento tumoral
(22). Estas sequéncias inibem normalmente a expressdo de genes alvo, através do
emparelhamento de sequéncias de bases especificas a 3’-untranslated region (UTR) (69),
quer pela inibicdo da transcricdo dos genes alvo quer pelo despoletar da clivagem do

mMRNA alvo (10).

Os miRs frequentemente suprarregulados sdo denominados oncomiR (10).

Destes, destaca-se 0 miR-21, que apresenta grande discrepancia de expressdéo no GBM
(podendo ocorrer entre 44% a 100% dos casos), quando comparado com tecido cerebral
normal. Os alvos identificados deste miR sdo a p53,0 TGF-p (factor de crescimento

tumoral beta), a via apoptotica mitocondrial e provavelmente PTEN (22).
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A nivel da p53, miR-21 tem a capacidade de afectar negativamente a resposta da
p53 a estimulos, através da repressdo da apoptose mediada por esta em resposta ao dano no
ADN, nomeadamente o induzido pela QT, contribuindo assim para a resisténcia a
terapéutica em GBM. Desta forma, a suprarregulacdo deste miR podera contribuir
significativamente para o desenvolvimento de tumores em que ndo se verificam alteracGes

a nivel da p53 (70).

Foi também observada uma associacdo entre a suprarregulacdo de miR-21 e a
regulacdo negativa de genes relativos a proteina indutora de reversao rica em cisteina com
motivos kazal (RECK) e aTIMP3, ambos supressores de tumor e inibidores de
metaloproteinases de matriz (MMP), promovendo a capacidade de invasdo das células
tumorais (22,71). Mais, a infrarregulagdo de miR-21 conduz a uma reducdo dessa

capacidade de invasdo e migracgéo (22).

A influéncia de miR-21 a nivel de TGF-p da-se pela regulagéo indirecta de TGF-8
1/2 e pela seleccdo directa dos receptores TGFBR2/3 (receptor do factor de crescimento
tumoral beta 2 e 3) e 0 mediador apoptético DAXX (Death-domain associated protein).
Este Gltimo tem a capacidade de estabilizar a p53 assim como € passivel de mediar a
apoptose por TGF-, sendo por isso crucial em ambas as vias, tornando-se um alvo chave

na disrupcao da ligacao entre as duas vias (22).

Foi demonstrado que, quando ocorre infrarregulagdo deste microRNA, se verifica
suprarregulacdo de genes envolvidos na via apoptotica mitocondrial, tais como o0s
codificando APAF1 (apoptotic peptidase activating factor 1), PPIF (peptidylprolyl
isomerase F) e caspase-3. Os produtos da transcricdo destes genes sdo importantes na
mediacdo da apoptose mitocondrial através da libertacdo do citocromo C em resposta a

estimulos apoptdticos (70).
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Em suma, a sobreexpressdo de miR-21 pode funcionar como um micro-oncogene

em GBM através do bloqueio da expressdo de genes-chave potenciadores de apoptose (72).

Outros oncomiRs importantes em GBM séo 0 miR-26a, 0 miR-221 e 0 miR-222. O
miR-26a tem como alvo o gene de PTEN em GBM, cooperando com CDK4 e CENTG1,
formando clusters de oncomiR/oncogenes, que estimulam as vias Rb1, PIK3K/AKT e JNK
(c-Jun NH (2) -terminal kinase), aumentando a agressividade de GBM. Por sua vez, miR-
221 e miR-222 tém um papel importante na regulacdo da apoptose celular, tendo como
alvo a molécula pro-apoptética PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) (10). A
suprarregulacdo destes dois miR leva a infrarregulacdo de PUMA, com aumento da

sobrevivéncia celular (73).

Por outro lado, os miRs frequentemente infrarregulados em GBM s&o denominados

de miRs supressores de tumor (10).

Um destes miRs supressores de tumor é o miR-124. Juntamente com miR-137,
foram ambos observados em niveis significativamente inferiores em astrocitomas
anaplasticos e GBM, quando comparados com tecido cerebral n&o-neoplasico.
Particularmente, a perda de funcdo de miR-124a foi associada a activacdo de CDK®6, assim
como a fosforilacdo de pRb, actuando como supressor tumoral (22). miR-124 e miR-137
inibem a proliferagdo em GBM e induzem a diferenciacdo de tecido neural normal e de
stem cells cerebrais tumorais (40). Assim, estes dois miR s@o potentes factores
antiproliferativos e pro-diferenciadores, com actividades supressora de tumor em gliomas

(74,75).

Também miR-7 se encontra infrarregulado nas células de GBM. Este miR tem

como funcgéo a supresséo da expressao de EGF, assim como a inibicdo da via Akt (76).
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Outros miRs pouco expressos em GBM sdo miR-128, miR-34 e miR-181 (10).

O mir-128 funciona como um supressor tumoral através da repressao directa do
oncogene BMI1 (BMI1 polycomb ring finger oncogene) (77). Tem também accdo a nivel de

E2F3a, com accdo antiproliferativa (74) e a nivel de EGFR (10).

A importancia de miR-34 advém da sua accao a nivel da supressdo do crescimento
tumoral uma vez que tem acc¢do a nivel de c-met e Notch 1/2. A sua infrarregulacdo em
GBM podera estar associada a frequente delec¢do do cromossoma 1p6, mutacGes da p53 e

a hipermetilacdo do promotor deste miR (78).

O miR-181 é formado por trés isoformas, (a, b, e c¢), encontrando-se infrarregulado
em doentes que apresentam resposta a terapéutica com RT/TMZ. Em particular, pensa-se
que miR-181b e miR-181c possam ser utilizados como marcador preditivo de resposta a

terapéutica com RT/TMZ em doentes com GBM (79).

Classificacdo Molecular de Glioblastoma Multiforme

O perfil e sequenciamento de alteragdes genéticas tém sido usados na tentativa de
dividir GBM em subclasses moleculares, visando um melhor entendimento dos seus
mecanismos e susceptibilidades a certas terapéuticas. Em 2006, Philips et al, por meio de
perfis de expressdo génica, dividiram 0s GBM em trés tipos: Proneural, Mesenquimatoso e
Proliferativo. Contudo, com o advento do The Cancer Genome Atlas, surge uma nova
classificagdo por Verhaak et al. Esta divide GBM em quatro classes: Proneural, Neural,
Mesenguimatosa e Classica (Tabela 2). De referir que a frequéncia das mutacdes mais
comuns foi associada com os varios subtipos, potencialmente trazendo uma nova luz as

suas origens geneticas (32).

56
Joana Isabel Fernandes de Oliveira Rodrigues



Caracterizagdo Genética de Glioblastoma Multiforme — Artigo de Revisao

O uso de terapéuticas agressivas, usando RT e TMZ, resultaram numa reducdo da
mortalidade em GBM Cléassicos e Mesenguimatosos, sendo que a eficacia das mesmas foi
apenas sugerida para GBM Neurais, mas ndo resultaram em alteracdes na sobrevida para

doentes com GBM Proneural (80).

I.  GBM Classico: estd associado a amplificacdo e/ou mutacdo do gene de

EGFR, perda de PTEN (cromossoma 10) e deleccdo de CDKN2A.

A amplificagdo do cromossoma 7, onde se encontra o gene EGFR associada a perda
de cromossoma 10 é um fendémeno muito frequente em GBM, tendo sido observada na
totalidade de GBM pertencendo ao subtipo Classico. Apesar de a amplificagdo do
cromossoma 7 ser observado em tumores de outras classes, a amplificacdo de EGFR foi
observada em 97% dos casos desta subclasse e infrequentemente nas outras classes. Doze
de 22 amostras de GBM Classico continham uma mutagdo pontual ou a variante
EGFRvIII. Enquanto as alteracdes de EGFR sdo importantes em varios GBM, a subclasse
Classica demonstra uma predileccdo para este gene. Em sintonia com as altas taxas de
alteracdo de EGFR, denotou-se uma auséncia importante de mutacGes da p53 neste

subgrupo, mesmo sendo esta uma das mais frequentes em GBM (13).

A deleccéo de 9p21.3, com alvo no gene CDKN2A (que codifica tanto p16™<** e
p14”"F) foi um evento frequente nesta subclasse, ocorrendo concomitantemente com a
amplificacdo de EGFR em 94% dos casos de GBM Classico. A deleccdo de 9p21.3 foi
quase na totalidade mutualmente exclusiva de outras alteracdes na via de Rb1, como Rbl,
CDK4 e CCN2 (connective tissue growth factor). Isto sugere que, em amostras com
amplificacdo de EGFR, a via RB est4 quase exclusivamente afectada atraves da delecgéo

de CDKN2A (80).
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II.  GBM Proneural: apresenta mutacdes do gene de IDH1 e alteracGes no gene

de PDGFRA.

As amplificacdes no locus 4912 comportando PDGFR foram observadas em todos
0s subtipos de GBM, mas a uma taxa mais elevada nas amostras de GBM Proneural. Neste
subgrupo, as alteracbes de PDGFRA apresentam-se, de forma caracteristica, por
amplificacdo focal em concomitancia com niveis elevados de expressdo génica de

PDGFRA, sendo que este padrdo é observado quase exclusivamente neste subgrupo.

Quanto a IDH1, onze de 12 mutacdes a nivel deste gene foram encontradas neste

subgrupo, a maioria das quais nao apresentando alteracdes a nivel de PDGFRA.

A nivel da p53, mutacBes e perda de heterozigotia foram fendmenos frequentes

neste subgrupo.

A amplificacdo do cromossoma 7 acompanhado da perda de heterozigotia para o
cromossoma 10 foi caracteristicamente menos prevalente, ocorrendo em apenas 54% das

amostras Proneurais.

Este subgrupo manifestou ainda uma grande expressdo de genes envolvidos no
desenvolvimento oligodendrocitico, tais como PDGFRA, NKX2-2 (NK2 homeobox 2) e
OLIG2 (oligodendrocyte lineage transcription factor 2), enfatizando o seu papel como uma
subclasse atipica. A grande expressao de OLIG2 mostrou ser capaz de regular
negativamente o gene supressor de tumor de p21 (CDKNZ1A - inibidor da cinase dependente
de ciclina 1A), aumentando assim a proliferacdo celular, sendo que a expressdo de
CDKNI1A se encontrava diminuida nesta subclasse. Dez de 16 mutacdes a nivel de
PIK3CA/PIK3R1 foram identificadas neste subgrupo, a maioria observada em amostras

sem alteracbes de PDGFRA (80).
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Também as caracteristicas epigenéticas de GBM foram consideradas na
classificacdo destes tumores. De acordo com The Cancer Genome Atlas, um fenotipo
metilador foi identificado, quase exclusivamente em tumores na subclasse Proneural, assim
como em GBM secundarios com mutacdes para o gene de IDH1. Doentes pertencentes a
esta subclasse que apresentam este fendtipo metilador manifestam sobrevida

significativamente melhor do que doentes sem esta associacao (81).

Apesar de ndo ser estatisticamente significativo, denotou-se uma tendéncia para
uma sobrevida mais longa em doentes apresentando o subgrupo Proneural. Esta sobrevida
foi melhorada quando incluidos gliomas de grau Il e Ill. Ressalva-se que os doentes

incluidos neste tipo sdo normalmente mais jovens (80).

I1l.  GBM Neural: expressdo de genes neuronais, ndo apresentando um perfil
genético caracteristico (80). Este subtipo é o que mais se assemelha a tecido
cerebral normal (10).

IV.  GBM Mesenquimatoso: ocorréncia frequente de delecgdes NF1.

As deleccbes de 17gl11.2, contendo o gene NF1, ocorreram
predominantemente no subtipo Mesenquimatoso, sendo que a maioria das amostras
apresentava valores de expressdo de NF1 reduzidos. No estudo realizado por Verhaak et al,
cerca de 53% das amostras apresentava alteracOes a nivel de NF1. Cerca de seis de 7 co-
mutacdes de NF1 e PTEN, ambas com interferéncia a nivel da via Akt, foram observadas

nesta subclasse.

Os GBM desta classe apresentam expressdo de marcadores mesenquimatosos, tais

como CHI3L1 (Chitinase 3-like 1), também conhecido como YKL40 e MET.
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Também os genes da familia de factores de necrose tumoral e da via NF- kB
(Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), como TNFRSF1A (Tumor
necrosis factor receptor superfamily, member 1A), TRADD (TNFRSF1A-associated via death
domain) e RELB (V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B), encontram-se
altamente expressos nesta subclasse, potencialmente como consequéncia da maior necrose

e infiltrados inflamatdrios associados neste subgrupo (80).

Tabela 2. Classificagdo Molecular de GBM Multiforme, com as principais
alteracdes manifestadas em cada classe.

CLASSICO PRONEURAL MESENQUIMATOSO | NEURAL

Amplificacdo de 4ql2

Amplificacdo de (PDGFRA)

7911.2 (EGFR) e perda
H L

de heterozigotia para o Mutacio IDH1 ) )

cromossoma 10 Delecgdo/mutacéo

Mutacdes /perda de 17911.2 (NF1) Genes

Deleccéo 9p21.3 . .
heterozigotia da p53 Neuronais
(p16"**/p1477F) d P Marcadores

mesenquimatosos
(CHI3L1, MET)

Genes desenvolvimento
oligodendrocitico
(PDGFRA, NKX2-2 e
OLIG2)

Auséncia de mutacOes
p53, NF1, IDH1,
PDGFRA
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CONCLUSADO

O glioblastoma multiforme € o tumor cerebral maligno primario mais frequente,
acarretando um prognostico bastante sombrio, uma vez que tem sido feito pouco ou
nenhum progresso no tratamento do mesmo. Actualmente, menos de 3% dos pacientes com
GBM tém uma sobrevida superior a 5 anos, sendo que este permanece resistente a maioria
das terapéuticas. Desta forma, a caracterizacdo genética do GBM assume um papel

importante na abordagem a aplicar neste tumor.

A caracterizacdo genética do GBM revelou uma vasta gama de alteracdes, tanto
puramente genéticas como mediadas por mecanismos epigenéticos, podendo ocorrer
isoladamente ou em associacdo. Verificou-se que estas alteragdes se distribuem de forma
distinta quer seja um GBM primério, quer seja um GBM secundario, abrindo portas a uma
melhor compreensdo da patogénese deste tumor. O estudo genético deste tumor permitiu
ainda a criacdo da Classificacdo Molecular do GBM, cujas classes apresentam diferentes
perfis genéticos, o que lhes confere diferentes prognosticos e diferentes respostas a

terapéutica.

No que respeita a alteracBes puramente genéticas, é de notar que, na sua maioria,
ocorrem em vias de sinalizacdo: a via dos receptores tirosina-cinase, em cerca de 88% dos
casos, a via do ciclo celular (Rbl), alterada em aproximadamente de 78% dos casos, e a via
da proteina p53, em 87% dos casos. Destaca-se a amplificacdo do gene que codifica o
EGFR, que ocorre em cerca de 40% a 60% dos casos, maioritariamente em GBM
primarios, e a mutacdo a nivel da p53, considerada uma caracteristica distintiva do GBM

secundario, presente em cerca de 65% destes.
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Outra das alteracbes mais frequentes no contexto de GBM é a perda de
heterozigotia, sendo a mais frequente a do cromossoma 10, ocorrendo em 60% a 80% dos

Casos.

Realca-se também a mutacdo a nivel do gene de IDH1, presente em praticamente
em todos os GBM secundarios, sendo, como tal considerada, um marcador genético fiavel

de GBM secundario. Esta mutacéo esta associada a melhor prognostico.

No contexto de alteracfes epigenéticas, destaca-se a hipermetilacdo do promotor do
gene de MGMT, presente em cerca de 40% a 57% dos GBM. Esta, quando presente,
confere aos doentes uma melhor resposta a terapéutica com TMZ. Também a regulacao

epigenética de miRs tem um papel importante no desenvolvimento tumoral.

Apesar de na ultima década se terem conseguidos grandes progressos na
compreensdo da genética e patogénese dos GBM, estes mantém prognostico reservado,
dado que os resultados clinicos apenas mostraram melhorias moderadas. Assim, 0s
esforcos no sentido de aprofundar os conhecimentos acerca deste tumor, nomeadamente a
caracterizacdo genetica, deverdo ser mantidos, pois poderdo revelar um novo rumo para a
sua abordagem, ao permitir tanto uma melhoria nas técnicas de terapéutica, como a
personalizacdo do tratamento, pelo conhecimento das diferencas nas alteracbes do material

genético que podem ocorrem de individuo para individuo.
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