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Resumo da Tese

Introducéao:

Glioblastoma (GBM) € o tumor cerebral primério mais frequente e também
muito agressivo, com baixa sobrevida apesar dos avancos no diagndstico e na
terapia. A nivel molecular, esses tumores sdo objeto de investigacao,
especialmente com o objetivo de encontrar padrdes para o desenvolvimento de
novos tratamentos.

Objetivos:

Verificar a frequéncia de rearranjos envolvendo os genes NTRK1 e ROS1, a
amplificagéo nos genes KIT, PDGFRA, KDR e a dele¢édo do gene RB1 em uma
amostra de glioblastomas de pacientes adultos e correlacionar estas
anormalidades citogenéticas com o progndstico dos pacientes afetados por
este tumor.

Material e Métodos:

Foram investigados 113 pacientes adultos brasileiros diagnosticados com
GBM, avaliando as suas caracteristicas clinicas e de citogenética molecular por
hibridizacao in situ fluorescente (FISH), com as sondas especificas para cada
uma das alteragdes investigadas: Vysis LSI NTRK1 (Cen)/Vysis LSI NTRK1
(Tel), ROS1-GOPC(FIG) Distal/lROS1-GOPC(FIG) Proximal, Vysis LSI
KIT/CEP4/PDGFRA e KDR sondas in house e Vysis LSl 13 RB1/Vysis LSI
13934.

Resultados:

Cerca de metade dos pacientes (53%) eram do sexo masculino e a maioria

tinha mais de 40 anos (94%). O principal sinal clinico observado ao diagndstico



Xl

foi distarbio focal (57%) e a maioria dos tumores foi diagnosticada como GBM
de novo (93%). Em 60% dos pacientes, o tumor estava localizado no
hemisfério cerebral direito e as regides frontal (31%) e temporal (20%) foram as
mais afetadas. Na maioria dos casos o tumor estava localizado em um Unico
local (64%) e foi submetido a resseccdo parcial (71%). Quatorze pacientes
(14%) apresentaram complicacdes ap6s a cirurgia. A mediana do tempo de
internacdo foi de 20 dias e a sobrevida média foi de 175 dias. Um caso foi
identificado como positivo para rearranjo para NTRK1 e outro para ROS1 (0,9%
cada). PDGFRA estava amplificado em aproximadamente 20% dos casos e co-
amplificado com KDR em mais de 90% dos casos e com KIT em mais de 60%
dos casos. RB1 estava deletado em 16% dos casos. Nao houve associacéo
entre as anormalidades citogenéticas investigadas e a sobrevida dos pacientes.
No entanto, idade, complicacbes apds a cirurgia e lado do tumor foram
variaveis independentes associadas a sobrevida do paciente.

Concluséo:

Este estudo contribui com informagdes sobre o perfil molecular dos GBMs na
América Latina e para identificar possiveis novos candidatos para novas
terapias, mostrando que as alteracdes observadas pela técnica de FISH séo

relevantes.
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1. Introducéao

O perfil demografico mundial vem sofrendo constantes mudancas. No
Brasil, isto n&o é diferente e é consequéncia, entre outros fatores, do processo
de urbanizagéao, de industrializagdo e dos avangos da ciéncia e da tecnologia. A
essas novas caracteristicas da sociedade, unem-se 0s novos estilos de vida e a
exposi¢do, ainda mais intensa, a fatores de risco proprios do mundo
contemporaneo. Esse processo de mudanca demografica, denominado de
“envelhecimento” da populagéo, associado a transformacédo nas relacdes entre
as pessoas e seu ambiente trouxeram uma alteracdo importante no perfil de
morbimortalidade, colocando algumas doencas como novo centro de atencéo,
como o cancer. Segundo dados disponibilizados pelo IARC (International
Agency for Research on Cancer), ha a estimativa de que no ano de 2020 o
Brasil tenha mais de 550 mil novos casos de cancer (excluindo cancer de pele
ndo-melanoma), sendo este responsavel por mais de 288 mil Obitos para o
mesmo ano (IARC, 2018).

Dentre os tumores observados na populagcdo em geral, os do sistema
nervoso central (SNC) sdo muito temidos, ndo somente pelo seu progndstico
pobre, mas também por possuirem uma repercussdo direta na qualidade de
vida e na funcdo cognitiva. Estes tumores apresentam uma ampla gama de
caracteristicas clinicas, biolégicas e histologicas. Estimou-se, em 2016, que nos
Estados Unidos da América (EUA) haveria 23.770 novos casos de tumores de
SNC e que 0s mesmos seriam responsaveis por 16.050 mortes (Siegel e cols.,

2016).
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Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, para o
ano de 2018, estima-se a ocorréncia de 5.810 casos novos de cancer do SNC
em homens e 5.510 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 5,62 casos novos a cada 100 mil homens e 5,17 a cada 100 mil
mulheres.

Os Estados da Regidao Sul eram o0s que apresentavam uma maior
incidéncia de tumores do SNC, e que o Rio Grande do Sul demonstrou as taxas
ajustadas de 9,14 casos para cada 100.000 homens e 6,73 casos para cada

100.000 mulheres (Figuras 1 e 2) (INCA, 2018).

Homens

6,11-9,14
549-6,10
435-548

274-434

Figura 1. Representacdo espacial das taxas ajustadas® de incidéncia por 100 mil
homens, estimadas para o ano de 2018, segundo Unidade da Federacdo para

neoplasia maligna do SNC. 2 Populacdo padrao mundial (1960). (Fonte: INCA).
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Mulheres

B s3i-798
Bl 436-530
B 346-435

1,97-3.45

4

Figura 2. Representacdo espacial das taxas ajustadas? de incidéncia por 100 mil
mulheres, estimadas para o ano de 2018, segundo Unidade da Federacdo para

neoplasia maligna do SNC. 2 Populacdo padrdao mundial (1960). (Fonte: INCA).

Gliomas sao tumores oriundos das celulas da glia no SNC. Segundo a
nova classificacdo realizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os
gliomas difusos sao assim chamados, pois sdo consideradas duas
caracteristicas principais: o tipo celular (ex.: astrocitoma, oligodendroglioma, ou
oligoastrocitoma) e o grau de malignidade (ex.: grau Il até IV). Essa abordagem
separa de forma mais nitida os gliomas difusos dos astrocitomas que possuem
uma maior limitacdo nas margens de crescimento, sem alteracdo no gene IDH,
mas com determinadas mutacdes no gene BRAF (ex.: astrocitoma pilocitico,
xantoastrocitoma pleomorfico e astrocitoma subependimario de células

gigantes) (Louis e cols., 2016d).
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De acordo com a ultima classificacdo da OMS, estabelecida em 2016, os
gliomas sao classificados de acordo com as suas caracteristicas histolégicas
em diferentes graus, que variam de | a IV. Os gliomas de grau | séo aqueles
tumores que apresentam um baixo potencial proliferativo e uma possibilidade de
cura apoés intervencdo cirurgica. Os tumores classificados como grau |l s&o
usualmente infiltrativos e muitas vezes recorrentes, mesmo tendo um baixo
indice de proliferacédo. Alguns deles, contudo, tendem a progredir para tumores
com maior grau de malignidade. Os tumores grau Ill sdo aquelas em que
claramente se identifica o seu grau de malignidade, havendo atipia nuclear e
atividade mitética. As lesdes classificadas como grau IV sdo aquelas em que se
observa grande atividade mitética, proliferacdo vascular e necrose. Um exemplo
é o glioblastoma (GBM), anteriormente chamado de glioblastoma multiforme

(Louis e cols., 2016d).

1.1. Glioblastoma

Os GBMs séo os tumores primarios do cérebro mais malignos e também
os mais frequentes dentre os gliomas difusos, afetando, principalmente,
individuos adultos. Eles estdo geralmente localizados, nos hemisférios
cerebrais, mas também podem ser encontrados em outros locais do cérebro e
da medula espinhal (Kleihues e cols., 2007). Caracterizam-se pela proliferacéo
vascular e pela necrose, podendo ser refratarios a diferentes tratamentos, como

a radioterapia e a quimioterapia (Altieri e cols., 2014).

1.1.1 Histérico
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A primeira descricdo que se tem registro do GBM foi realizada em 1863
pelo patologista alem&o Rudolf Virchow que, utilizando técnicas macroscoépicas
e microscopicas, caracterizou-o como um tumor originério das células gliais. Em
meados de 1920, ap6s o episddio protagonizado pelo neurocirurgido Walter
Dandy, o qual ficou conhecido por sua tentativa de remover todo um hemisfério
cerebral de dois pacientes com GBM que estavam em coma, evidenciou-se 0
carater extremamente invasivo deste tumor, uma vez que estes pacientes
evoluiram rapidamente para o 6bito. No ano de 1926, os neurocirurgides Harvey
Cushing e Percival Bailey criaram o termo “glioblastoma”. A partir deste
momento, eles observaram que o0s gliomas ndo possuiam caracteristicas
microscépicas similares e que a evolucdo clinica era diferente entre os
pacientes. Dessa maneira, realizou-se a classificagcdo dos mesmos em mais de
13 tipos distintos (Agnihotri e cols., 2013). O neuropatologista alemé&o Joachim
Scherer, na década de 40, além de realizar a descricdo das diversas
caracteristicas observadas entre os gliomas, reportou os conceitos que foram
base para dividr os GBM em primarios e secundarios, seguindo suas
caracteristicas histologicas e clinicas (Scherer, 1940). A partir desse momento,
diversas descobertas, tanto clinicas como laboratoriais, permitiram a discussao
de novas formas de classificar esse tumor, ajudando no diagndstico e no
tratamento dos pacientes. Hoje, a classificacdo atual dos tumores do SNC é a

de 2016, que foi descrita pela OMS (Louis e cols., 2016a).

1.1.2. Epidemiologia, achados clinicos, diagndstico e fatores de risco
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No periodo de 2009 a 2013, os estudos realizados pelo CBTRUS
(Central Brain Tumor Registry of the United States) demonstraram que o GBM
era o terceiro tumor primario mais frequente do cérebro (14,9%) (Figura 3) e a
neoplasia cerebral maligna mais frequente (46,6%) nos EUA (Figura 4). Além
disso, dentre os gliomas, o GBM correspondia a mais da metade dos
diagnosticos (55,4%), com uma incidéncia de 3,2 casos para cada 100.000

individuos (Figura 5) (Ostrom e cols., 2016).

Tumor Tumor embriondrio, Oligodendrogliomas
oligoastrocitico 1.0%
0.9%

Tumor ependimadrio
1.8%

Outros astrocitomas
5.6%

Tumores de bainha
nervosa
8.2%

Figura 3. Distribuicdo de todos os tumors cerebrais primarios e de outras
neoplasias do SNC agrupados de acordo com a sua histologia (CBTRUS 2009-

2013) (adaptado de Ostrom e cols., 2016).
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Tumor embriondrio
3.0%

Tumores de células
germinativas
0.8%

Meningioma _Tumor oligoastrocitico

Tumor ependimdrio
3.5%

Oligodendrogliomas
4.7%

Figura 4. Distribuicdo dos tumores malignos cerebrais primarios e de outras neoplasias
do SNC agrupados de acordo com a sua histologia (CBTRUS 2009-2013) (adaptado de

Ostrom e cols., 2016).
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Outros gliomas
2.1%

Tumares oligoastrociticos
3.2%

Astrocitoma pilocitico
5.1%

Oligodendrogliomas
5.6%

Astrocitoma anapldsico
6.3%

GBM
55.4%

Figura 5. Distribuicdo dos gliomas agrupados de acordo com 0s seus subtipos

histolégicos (CBTRUS 2009-2013) (adaptado de Ostrom e cols., 2016).

A sobrevida de pacientes com GBM é extremamente pobre, apesar dos
avancos no que diz respeito ao diagnéstico e ao tratamento (cirurgia,
radioterapia e quimioterapia). Os estudos vém demonstrando uma sobrevida
média que varia de 8,8 a 17 meses (Korshunov e cols., 2005; Omuro e
DeAngelis, 2013; Altieri e cols., 2014; Mariniello e cols., 2014; Toledo e cols.,
2015; Fekete e cols., 2016) e taxas de sobrevida ap6s 1 ano que oscilam de 28
a 68% e apds 5 anos de 2,9 a 14% (Ohgaki e cols., 2004; Korshunov e cols.,
2005; Omuro e DeAngelis 2013; Toledo e cols., 2015). A maioria dos estudos
clinicos descreve que pacientes mais jovens sédo 0s que apresentam o melhor

prognostico (Ohgaki e cols., 2004; Ostrom e cols., 2014).



20

O GBM afeta principalmente adultos, especialmente entre 55 e 85 anos.
Quando se avalia a distribuicdo quanto ao sexo, observa-se que ele € 1,6 vezes
mais frequente em individuos do sexo masculino (Mohile, 2016; Louis e cols.,
2016¢).

Os GBMs desenvolvem-se rapidamente, e o0s sintomas dependem,
principalmente, da localizagdo e do volume tumoral, podendo se manifestar
como déficit neurologico focal (ex.: hemiparesia e afasia) associados ou ndo a
um aumento da pressdao intracraniana (com cefaleia, ndusea e vémitos) (Louis e
cols., 2016¢). Incontinéncia e distarbios de equilibrio também podem estar
presentes e usualmente estdo associados com tumores de grande volume. Por
outro lado, sinais focais, tais como hemiparesia, perda do sensorio e perda de
campo visual, estdo geralmente associados a localiza¢do do tumor. A cefaleia é
um dos sintomas clinicos mais frequentes e esta presente em aproximadamente
50% dos pacientes no momento do diagndstico. Ela usualmente se apresenta
com um padrdo ndo especifico de dor. Desta maneira, o inicio deste sintoma,
previamente inexistente, em pacientes com idade acima dos 50 anos de idade,
deveria ser considerado um sinal de alerta, que apontaria para a necessidade
de maiores investigacdes e exclusdao da existéncia de um possivel tumor
cerebral. Além disso, dificuldade cognitiva e mudanca de personalidade podem
estar presentes, e serem confundidas com doencas psiquiatricas,
especialmente devido a faixa etatia (Que comumente € de idosos) (Omuro e
DeAngelis, 2013), o que pode levar a um diagnostico mais tardio. Crises
convulsivas sdo descritas em 20 a 76% dos pacientes, apesar da maioria dos
estudos relatar esse sintoma em aproximadamente 50% dos casos. O paciente

também pode ter sinais e sintomas agudos que podem ser confundidos com
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aqueles de um acidente vascular cerebral (AVC) (Omuro e DeAngelis, 2013;
Toledo e cols., 2015).

O GBM localiza-se, geralmente, na substancia branca subcortical dos
hemisférios cerebrais. As regides mais afetadas sdo os lobos temporal (31%),
parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%), sendo a combinacdo fronto-
temporal bem tipica (Louis e cols., 2016c).

A ressonancia nuclear magnética (RNM) de encéfalo com ou sem
contraste € 0 exame comumente utilizado na suspeita de um tumor cerebral. A
utilizacdo de contraste, como o gadolinio, facilita o diagnéstico, tornando
possivel diferenciar as areas periféricas hipercelulares das centrais do tumor,

que sao necroticas (Figura 6) (Omuro e DeAngelis, 2013).

Figura 6. Ressonancia nuclear magnética de encéfalo de um paciente com GBM: (A)
sem contraste, com delimitacdo pobre da lesdo, e (B) com contraste, onde se pode
evidenciar a heterogeneidade do tumor, com a lesdo necroética estando bem marcada

(Retirado de Omuro e DeAngelis, 2013).
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A confirmacdo do diagnostico pela imagem é realizada posteriormente
através da imunihistoquimica, com a deteccdo da presenca da proteina glial
fibrilar acida (GFAP). Esta se caracteriza por ser um filamento proteico
encontrado em astrdcitos maduros e é considerado o marcador mais especifico
dos astrocitos, tanto em condicbes normais como de doenca. O aumento da
malignidade de tumores de origem astrocitica esta associado a perda da
expressdo da GFAP; porém, ela ndo define a progressédo e o desenvolvimento
tumoral (Urbanska e cols., 2014).

Apesar de n&o haver um consenso sobre os fatores de risco para o
desenvolvimento dos tumores cerebrais, alguns estudos tentaram mostrar a
associacao deles com certas causas. Aproximadamente 5% dos pacientes com
tumor cerebral, especialmente gliomas, podem apresentar uma histéria familiar
da mesma neoplasia. Nesses casos, 0 desenvolvimento do tumor pode ser
atribuido a algumas sindromes, tais como sindrome de Turcot, a sindrome de
Li-Fraumeni, a sindrome de Cowden, as neurofiboromatoses do tipo 1 e 2, a
esclerose tuberosa, a schwannomatose familiar, o retinoblastoma e a
encondromatose multipla. Estudos sugerem que exista uma origem genética
para estes casos familiares, jA que a recorréncia se da, principalmente, em
parentes de primeiro grau (Malmer e cols., 2003; Fisher e cols., 2007; Bondy e
cols., 2008; Omuro e DeAngelis, 2013).

A radiagdo ionizante é considerada um fator de risco ambiental para o
desenvolvimento dos gliomas. Essa associacdo foi demonstrada em estudos
com criangas que receberam radiacdo no cranio para o tratamento de cancer,
ou Tinea capitis, e em individuos expostos a bombas atbmicas e em testes de

armas nucleares (Omuro e DeAngelis, 2013). Por outro lado, a relagéo entre a
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exposicdo a campos eletromagnéticos emitidos por telefones celulares e o
desenvolvimento de tumores cerebrais, especialmente gliomas, ainda é
contraditoria. Alguns estudos demonstram a associacao entre a exposicao e o
desenvolvimento do tumor (Hardell e cols., 2013; Hardell e Carlberg, 2015),
enguanto outros mostram uma diminuicéo da sobrevida em pacientes com GBM
que fazem uso em longo prazo de telefones celulares (Carlberg e Hardell,
2014). No entanto, alguns estudos concluiram que ndo existe um aumento do
risco de desenvolvimento de tumores cerebrais em individuos que fazem uso de
telefones celulares (Bondy e cols., 2008). Sendo assim, 0s autores sugerem que
mais estudos envolvendo estas variaveis sdo ainda necessarios para que se
possa avaliar o risco do uso prolongado de telefones celulares, uma vez que
esse tipo de tecnologia vem sofrendo mudancas, e seu uso é cada vez mais
comum.

Os GBMs podem ser ainda classificados em priméarios e secundarios
tomando como base as caracteristicas clinicas do paciente. Os GBMs primarios
sdo aqueles que ocorrem de novo (ou seja, sem uma lesao pré-existente) e sdo
0os mais frequentes (>90% dos tumores). Este subtipo se desenvolve
rapidamente (menos de 3 meses) e afeta geralmente pacientes mais idosos
(com mais de 60 anos de idade). Por outro lado, os GBMs secundéarios ocorrem
a partir da evolugcdo de um glioma de menor grau, como um astrocitoma difuso
ou um astrocitoma anaplasico, sendo mais raros (<10% dos casos). Eles se
desenvolvem principalmente em pacientes mais jovens (média de 45 anos).
Esses subtipos constituem entidades distintas e se desenvolvem a partir de

diferentes padrdes genéticos (Ohgaki e Kleihues, 2013).
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A partir de 2016, uma nova nomenclatura e classificagdo foram propostas
pela OMS. Nessa nova classificacdo, parametros moleculares sao utilizados
para realizar a distincdo dos diversos tumores do SNC, dentre eles o GBM. A
nova classificacdo é realizada dividindo os GBMs em IDH-selvagem
(aproximadamente 90% dos casos), que correspondem mais frequentemente
aos casos clinicamente classificados como primarios; IDH-mutante (cerca de
10% dos casos), que consistem nos GBMs secundarios; e NOS, que séo o0s
tumores em que a avaliacdo genética nao foi possivel de ser realizada, ou foi

inconclusiva (Quadro 1) (Louis e cols., 2016a,b).

Quadro 1. Caracteristicas dos glioblastomas IDH-selvagem e IDH-mutante (Adaptado

de Ohgaki e cols., 2016).

GBM IDH-selvagem GBM IDH-mutante
Sinénimo GBM primério GBM secundario
Les&io precursora N&o identificavel, AstrOCFtoma difuso, _
desenvolve-se de novo Astrocitoma anaplasico
Proporgcédo dos GBM ~90% ~10%
Idade média ao diagnéstico ~62 anos ~44 anos
Historia clinica média 4 meses 15 meses
Razao sexo masculino:feminino 1,42:1 1,05:1
Sobrevida média
Cirurgia + radioterapia 9,9 meses 24 meses
Cirurgia + radioterapia +
quimioterapia 15 meses 31 meses
Necrose Extensa Limitada

1.1.3. Caracteristicas anatomopatoldgicas e origem dos glioblastomas

Do ponto de vista macroscopico, os GBMs sao pouco delineados. Eles
apresentam uma massa periférica acinzentada e areas centrais amareladas,

caracteristicas da necrose. A area necroética central pode ocupar até 80% do
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tumor. Hemorragias tumorais extensas podem ocorrer e levar a sintomas de um
AVC, que podem ser o primeiro sinal clinico do GBM. Cistos macroscopicos,
quando presentes, contém um liquido turvo e representam o tecido tumoral
necrético e liquefeito (Kleihues e cols., 2007).

Os GBMs podem invadir estruturas adjacentes do cérebro, mas
dificilmente o espac¢o subaracnéide, ou mesmo metastatizar através do liquido
cebroespinhal. Distribuicdo hematogénica para tecidos extraneurais € rara em
pacientes sem histéria de intervencgéo cirargica (Kleihues e cols., 2007).

Como o proprio sinbnimo “glioblastoma multiforme” sugere, a
histopatologia deste tumor é extremamente variavel. O diagndstico do GBM
baseia-se no padréo tecidual, com a evidéncia de células gliais anaplasicas, de
atividade mitética e de proliferacdo vascular e/ou necrose (Kleihues e cols.,
2007).

Algumas lesdes podem demonstrar um alto nivel de polimorfismo celular
e nuclear com muitas células gigantes multinucleadas. A natureza astrocitica
nem sempre pode ser evidenciada nesse tumor, uma vez que alguns possuem
células pouco diferenciadas. Outro fator importante € que o GBM apresenta
heterogeneidade intratumoral, dificultando o diagnéstico a patir de amostras
obtidas por biépsia estereotaxica (Louis e cols., 2016c).

O GBM é um tipo tumoral muito vascularizado e este achado pode
ocorrer por meio de diferentes mecanismos, tais como adocdo de vasos pré-
existentes pela migracdo das células tumorais, angiogénese e vasculogénese
pela migracéo das células da medula 6éssea do sangue periférico para o espaco

perivascular(Louis e cols., 2016c).
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A hipdxia é considerada o principal fator para indugdo da angiogénese e
leva ao acumulo de HIF1. Isto leva a ativacdo de genes que codificam proteinas
que regulam a angiogénese (ex.: fator de crescimento vascular endotelial-
VEGF, eritropoetina e IL8) (Louis e cols., 2016c).

A necrose é a principal caracteristica do GBM e sua presenca € um fator
preditor do comportamento agressivo dentre o0s tumores astrociticos. A
visualizacdo de grandes areas de necrose pela RNM pode estar associada a um
progndstico pobre. Ao microscépio, as células necroticas dos gliomas aparecem
de forma clara e pouco definida. Além disso, a necrose pode se apresentar no
padréo “pseudopalicada”: focos de necrose irregulares, rodeados por células
fusiformes orientadas radialmente (Figura 7). Este Gltimo padrdo é caracteristico

dos GBMs (Louis e cols., 2016c).

Figura 7. Imagem histolégica de um GBM mostrando um foco de necrose isquémica
(NE) rodeado por células tumorais pali¢cadicas e a proliferacéo vascular (PV) (Adaptado

de Louis e cols., 2016c).
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A origem celular dos GBMs ainda € desconhecida e controversa. Por
muito tempo, acreditou-se que eles eram originérios de células astrocitarias que
sofriam desdiferenciacdo ap0s a transformacdo tumoral. A ideia de que os
tumores se originam de um precursor bipotencial ou de uma célula primordial,
como uma célula tronco neural é recente. Esse fato se mantém uma vez que
estas células estdo localizadas em regibes onde geralmente os GBMs se
desenvolvem. As “células de propagacao dos tumores cerebrais” (brain cancer-
propagating cells), ou BCPCs, representam uma pequena parcela das células
tumorais, mas possuem a capacidade de auto-renovacdo e podem ser
responsaveis pela regulacéo e pelo crescimento tumoral (Figura 8) (Van Meir e

cols., 2010; Louis e cols., 2016c).

Mutacdes
/—\ Capacidade proliferativa
) —p
Célula tronco neural . ; S -
Progenitor Célula inicial tumoral
neural / glial
Células Auto-renovacéo
transitérias
GBM
\ X Diferenciagéo
' -7( — Proliferacdo

ey MutacSes

Oligodendrécitos - Astrécitos

Figura 8. Possivel relacdo entre as BCPCs e a formacdo do glioblastoma. Durante a
diferenciagdo normal do SNC, as células tronco neurais irdo se diferenciar em células

progenitoras neurais ou gliais (oligodendrécitos e/ou os astrdcitos), mas ndo ambas. As
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mutacbes que geram o GBM podem ocorrer em todos 0s niveis desta linhagem e

podem produzir as células iniciadoras tumorais (Adaptado de Van Meir e cols., 2010).

As BCPCs possuem as mesmas caracteristicas que as ceélulas tronco
neurais, assim como a expressao de marcadores das células tronco neurais
(Nestina e CD133), de auto-renovacédo, proliferacdo e diferenciacdo em
neurénios, astrécitos e oligodendrdcitos. A confirmacédo dessas caracteristicas
se deu pelo fato de que estas células, retiradas dos GBMs humanos, sao
capazes de reproduzir os tumores em animais, ap0s isolamento e transplante

(Van Meir e cols., 2010).

1.1.4. Marcadores genéticos e classificacdo molecular dos glioblastomas

1.1.4.1. Marcadores genéticos

Os mecanismos do desenvolvimento dos tumores ainda n&o foram
totalmente elucidados. O cancer é considerado um conjunto de doencas
envolvendo rearranjos génicos, amplificacdes, mutacfes e delecbes em
diversos genes envolvidos direta ou indiretamente na proliferacdo celular
(Jov€evska e cols., 2013). Tumores em geral sdo originados por instabilidade
genética e alteracBes heterogéneas, fazendo com que as células tenham a sua
capacidade proliferativa aumentada e desordenada. Novos clones surgem e
aqueles que melhor se adaptarem ao ambiente apresentardo maior capacidade
proliferativa, ocorrendo de forma competitiva. Com isso, as células perdem a

sua capacidade de diferenciacdo, essa perda e regressdo de estagio séo

também conhecidas como anaplasia. ApGs isso, a progressao do tumor leva a



29

novas alteracbes e, a partir disso, este poderd ser classificado nos mais
variados estagios da doenca (Schiffer, 2006).

O GBM é um tumor caracterizado por ser muito heterogéneo. Esta
heterogeneidade tumoral pode ser observada nos seus padrdes histolégicos,
nas suas alteragfes genéticas e na sua expressao génica (Appin e cols., 2013).
As anormalidades genéticas mais conhecidas e que sdo potenciais marcadores
de predicdo e de diagndstico sdo: mutagcbes no gene MGMT; perda da
heterozigozidade (LOH) de 1p, de 199 e de 10q; muta¢des no IDH, no EGFR,
no VEGF, no p53, no PTEN, no pl6'NK4a no citocromo c oxidase e na
telomerase humana (McNamara e cols., 2013).

O gene MGMT codifica a enzima O(6)-metilguanina-DNA-
metiltransferase, a qual é responsavel pelo reparo do DNA removendo o grupo
alquila da posicdo O6 da guanina (usualmente produzido por agentes
alquilantes). As células tumorais com maior atividade do MGMT tornam-se
resistentes a tratamentos com agentes quimioterapicos alquilantes, uma vez
que a enzima é reponsavel por reverter o efeito da droga. Sabe-se que o
silenciamento epigenético realizado pela metilacdo do promotor deste gene,
compromete o reparo do DNA. Dessa maneira, observou-se uma associagéo de
melhor resposta a quimioterapia com agentes alquilantes e uma maior
sobrevida dos pacientes em variados estudos realizados com a metilagéo deste
gene (Appin e cols., 2013; McNamara e cols., 2013). A metilagdo do promotor
do MGMT pode estar presente em 32 a 68% dos GBMs e em,
aproximadamente 75% daqueles do tipo secundéario. Sendo assim, a realizacao

de PCR (reagdo em cadeia da polimerase) metilagdo-especifica pode ter uma
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grande importancia na definicdo de progndéstico e no tratamento de pacientes
com GBM (Appin e cols., 2013).

Apesar das dele¢Ges envolvendo 1p e 19q serem pouco frequentes nos
GBMs em geral (<10%), elas parecem ser comuns naqueles com componente
oligodendroglial, os quais correspondem a aproximadamente 15% de todos 0s
GBMs. Contudo, a identificacdo dessas alteracdes é ainda muita controversa
com relacdo ao seu valor prognostico (McNamara e cols., 2013).

Delecbes envolvendo parte ou todo o brago longo do cromossomo 10
(10q) tém sido descritas como alteragdes frequentes nos GBMs, demosntrando
gue a perda de um ou mais genes supressores tumorais localizados em 10q
podem ter um papel importante na formacédo e na progressdao do GBM. Um
desses genes é o PTEN (fosfatase homdloga a tensina), localizado em 10q23,
que pode ser encontrado alterado em diversos tipos tumorais (McNamara e
cols., 2013). A LOH de 10q vem sendo descrita associada a diminuicdo da
sobrevida de pacientes com GBM, tendo, dessa forma, implicacdes diagnosticas
(McNamara e cols., 2013). O gene PTEN caracteriza-se por ser um supressor
tumoral que regula negativamente a via PI3KA/Akt e tem demonstrado ter uma
funcdo importante na regulacdo da apoptose, da proliferacdo celular e da
invasao tumoral. Nos GBMs, a delecao de PTEN devido a LOH do cromossomo
10q pode ocorrer em 50 a 70% dos tumores primarios e 54 a 63% dos
secundarios. Por outro lado, a mutacdo neste gene € descrita como mais rara
(14 a 47% dos GBMs primarios).

A enzima isocitrato desidrogenase (IDH) cataliza a conversdo do
isocitrato em a-cetoglutarato dentro do ciclo do acido citrico. A IDH1 (localizada

no cromossomo 2) e IDH2 (localizada no cromossomo 15) podem estar
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envolvidas em diferentes processos metabdlicos, como a sintese lipidica, o
estresse oxidativo, a transducdo de sinal e a respiracdo oxidativa. Estudos
demonstram que mutac¢des envolvendo os genes que codificam essas proteinas
podem estar relacionadas a um aumento da sobrevida (McNamara e cols.,
2013). Mutagbes em IDH1 estdo presentes em quase todos os GBMs que
evoluiram de um astrocitoma de baixo grau. Dessa maneira, esta aleracdo pode
ser uma caracteristica muito importante na designacdo dos GBMs secundarios
(Louis e cols., 2016c).

O EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), localizado no
cromossomo 7, é o gene mais frequentemente encontrado de forma amplificada
nos GBMs, 0 que pode estar associada com a superexpressao deste gene (70 a
90% dos GBMs com superexpressdo da proteina apresentam amplificacao
deste gene). A amplificacdo do gene EGFR pode ser observada em
aproximadamente 40% dos GBMs primérios, mas raramente naqueles
secundéarios, e vem sendo alvo de varios estudos para o desenvolvimento de
drogas utilizadas no tratamento deste tumor (Kalman e cols., 2013; McNamara e
cols., 2013; Bastien e cols., 2015; Louis e cols., 2016c).

A angiogénese e 0 seu maior regulador, o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), representam importantes alvos terapéuticos no tratamento
do GBM. A neovascularizagdo é uma caracteristica importante nos GBMs e 0s
fatores angiogénicos tém uma funcéo importante na progressao do tumor. O
VEGF é um fator muito importante na angiogénese. Mutacbes no mesmo séo
identificadas em até 64% dos GBMs. Estudos descrevem uma forte correlacao
entre a expressdo do VEGF e a sobrevida dos pacientes, indicando que o

mesmo é um fator progndstico importante (Altieri e cols., 2014).



32

O TP53, localizado no brago curto do cromossomo 17, € 0 gene que
codifica o supressor tumoral p53. Alguns estudos ja descreveram diversas
mutagdes envolvendo o mesmo nos diversos subtipos de GBM. Até o momento,
0 p53 nado parece ser um fator preditivo de progndstico, mas a observacédo de
diferentes alteracdes pode ajudar a diferenciar os varios graus tumorais
(McNamara e cols., 2013).

A ple'NK4a (Jocalizada no cromossomo 9) liga-se a cinase ciclina-
dependente 4 e inibe o complexo 4-ciclina cinase ciclina-dependente D1. Este
complexo fosforila a proteina retinoblastoma (Rb), codificada pelo gene
supressor tumoral RB, deixando-a inativa (Figura 9). Dele¢cdes ou mutacdes no
gene RB sdo descritas em até 40% dos casos de GBM secundario. A perda da
expressao da proteina p16 ocorre em 20 a 57% dos GBMs (McNamara e cols.,

2013).
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Via de sinalizagdo do supressor tumoral Rb1

I . Fase S, incluindo
replicacao do DNA

p-; 6INK4a’ p-| 8INK40, p27KIP1

Ciclina D1

Figura 9. Esquema mostrando a via de sinalizagéo de Rb1. Na auséncia de sinal para
inducao de crescimento celular, a proteina Rb1 evita que a célula entre em fase S, pela
inibicdo do fator de transcricdo E2F. Se Rbl é fosforilada pelas cinases ciclina-
dependente, E2F passa a ativar os fatores de crescimento celular (Adaptado de Tang e

cols., 2012).

A citocromo c oxidase (CcO) é uma enzima da cadeia respiratéria
mitocondrial. Ela & responsavel por catalisar a transferéncia de elétrons do
citocromo ¢ para 0 oxigénio. Estudos vém demonstrando que uma atividade
aumentada da citocromo ¢ oxidase € um fator preditivo de mau prognéstico em
pacientes com GBM (McNamara e cols., 2013).

Sabe-se que a telomerase humana é responsavel pela manutencéo do

DNA telomérico dos cromossomos e possui um importante papel na

oncogénese. Estudos demonstram que uma alta atividade da telomerase e altos
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niveis de mRNA da telomerase transcriptase reversa humana (hTERT) sao
fatores de mau progndstico em pacientes com GBM (McNamara e cols., 2013).
Além desses marcadores genéticos descritos acima, existem estudos
que demostram a importancia da identificacdo de novos marcadores
moleculares nos GBMs. Mutacdes envolvendo o gene BRAF ativam a via de
sinalizacdo MAP, estimulando o crescimento celular. A BRAFV6%E [mutac&o por
substituicdo de um amino&cido na posi¢do 600, no caso uma valina (V) por um
acido glutamico (E)] pode estar presente em até 5% dos GBMs. Além disso, o
gene do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas alfa (PDGFRA)
pode estar amplificado em diversos tipos de glioma, incluindo o GBM, e estar

relacionado ou ndo a agressividade do tumor (Aldape e cols., 2015).

1.1.4.2. Classificagdo molecular

O diagnéstico dos tumores cerebrais baseia-se, principalmente, nos
achados clinico-patolégicos. No entanto, diversos estudos que buscam uma
caracterizacdo genética dos tumores vém tendo muito destaque, uma vez que
esses achados podem ajudar a os dividir em subgrupos que podem apresentar
diferentes comportamentos, evolucao e resposta a tratamentos especificos (Van
Meir e cols., 2010). A partir dessa visdo, novas formas de classificagdo dos
GBMs vém sendo sugeridas, sendo que a descrita por Verhaak e cols. (2010) é
discutida ainda até hoje. Essa classificacdo molecular dos GBMs baseia-se em

4 subtipos: classico, mesenquimal, proneural e neural (Figura 10).
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Figura 10. Sequéncia de modificagbes genéticas envolvidas na patogénese dos
diferentes tipos de GBM. Algumas células no cérebro normal sofrem alteracdes
genéticas que levam a uma populagéo de iniciagdo tumoral (TICs). Logo depois, estas
células acumulam modificacBes genéticas e epigenéticas e se transformam em células

cerebrais propagadoras de cancer (BCPC) (Adaptado de Van Meir e cols., 2010).

A versdo classica caracteriza-se pelo ganho no cromossomo 7
juntamente com a perda do cromossomo 10. Além disso, a amplificacdo do
gene EGFR pode ser observada em até 97% dos GBMs dentro dessa
classificacdo, além da perda do PTEN e do CDKN2A. Alteracdes nos genes
TP53, NF1, PDGFRA ou IDH1 s&o menos observadas. O GBM classico

responde bem a radioterapia e a quimioterapia, o que provavelmente pode ser
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explicado porque a maioria ainda apresenta atividade do p53 contra o dano ao
DNA (Verhaak e cols., 2010).

O subtipo mesenquimal apresenta delecdo em hemizigose na regiao
17911.2, a qual contém o gene NF1. Ele apresenta superexpressao dos genes
CHI3L1 e MET e frequentemente inativagdo dos genes NF1 (37%), TP53 (32%)
e PTEN (32%). Este subgrupo de GBMs responde a quimioterapia e a
radioterapias mais agressivas, além de ter resposta aos inibidores da Ras, da
PI3K e da angiogénese (Verhaak e cols., 2010).

O terceiro subtipo, chamado de “proneural”’, € o mais associado com a
idade dos pacientes, representando o grupo dos pacientes mais jovens. Com
relacdo as alteracdes, pode-se observar um alto nivel de expressédo de genes
do desenvolvimento oligodendrocitico (PDGFRA, OLIG2, TCF3 e NKX2-2) e do
desenvolvimento proneural (SOX, DCX, DLL3, ASCL1 e TCF4). Pacientes deste
subgrupo parecem apresentar maior sobrevida quando comparado com o0s
outros grupos. Porém, estes tumores apresentam menor resposta aos
tratamentos agressivos classicos (Verhaak e cols., 2010).

O subtipo neural tem perfil de expressado génica similar ao do tecido
cerebral normal, com ativagdo de marcadores neuronais como o NEFL, o
GABRA1, 0 SYT1 e 0 SLC12A5 (Verhaak e cols., 2010).

No que se refere a classificacdo atual, definida pela OMS em 2016,
observa-se que o grupo dos GBMs classificados como “proneural” pode
apresentar, ou ndo mutacdes no gene IDH1, enquanto os subtipos classico,
mesenquimal e neural ndo apresentam alteragcbes no mesmo (Figura 11)

(Oghaki e cols., 2016).
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Figura 11. Vias genéticas dos glioblastoma IDH-selvagem e IDH-mutante, e as

possiveis classificac6es moleculares (Adaptado de Oghaki e cols., 2016).

1.1.5. Padrdes de sinalizag&o na patogénese dos glioblastomas

As anormalidades identificadas nas diferentes vias de sinalizagéo celular
tém sido identificadas nos diversos tipos tumorais e sdo alvos do
desenvolvimento de diferentes drogas alvo. Os padrbes de sinalizacao
usualmente alterados e mais descritos nos GBMs sdo: RTK/RAS/PISK/PTEN,

TP53/p14ARFIMDM2/MDM4 e p16'NK4a/CDK4/RB1.
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1.1.5.1. RTK/RAS/PI3K/PTEN

Os receptores de crescimento sdo ativados apds a ligagdo com seus
respectivos ligantes. Subsequente a essa ativagédo, a PI3K (fosfatidilinositol-3-
cinase) é recrutada para a membrana celular. A PI3K converte o fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) em PIP3. A PIP3 ativa moléculas efetoras downstream,
como a AKT, e a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR),
resultando na proliferacdo e na sobrevivéncia celular. A proteina codificada pelo
gene PTEN inibe o sinal da PIP3 e consequentemente a proliferacdo celular
(Figura 12) (Kleihues e cols., 2007; Bastien e cols., 2015).

Mutacbes e amplificacées de PI3K ndo séo frequentes no GBM (<10%).
Por outro lado, mutacdes envolvendo o gene PTEN podem ser observadas em
15 a 40% dos GBMs, quase exclusivamente naqueles classificados como

primarios (Louis e cols., 2016c).
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Figura 12. A via de sinalizacdo RTK/RAS/PI3K/PTEN pode estar alterada em 80% dos

GBMs. As alteracBes de ativacao genética estao representadas em vermelho, sendo os
genes mais frequentemente alterados representados em tons mais escuros. As
alteracdes que levam a perda de funcdo estdo identificadas em azul, sendo o azul
escuro o representante das anormalidades mais comuns (Adaptado de Van Meir e

cols., 2010).

1.1.5.2. TP53/p14ARF/MDM2/MDM4

O gene TP53 (localizado em 17p13.1) codifica uma proteina que esta
associada ao ciclo celular, a resposta ao dano celular, a morte celular, a

diferenciacdo celular e a neovascularizagdo. O gene MDM2 (localizado em

12914.3-9g15) codifica uma proteina de 54kDa, a qual se liga tanto a proteina



40

p53 mutante quanto a selvagem, inibindo a capacidade da p53 selvagem de
ativar a transcricdo de sequéncias promotoras minimas. Porém, a transcricdo do
gene MDM2 ¢ induzida pela p53 selvagem. Nas células normais, este ciclo de
retroalimentacdo é capaz de regular a atividade da p53 e a expressao do
MDM2, fazendo com que este promova a degradacao da p53. O gene pl4ARF
(parte do complexo CDKN2A, localizado em 9p21) codifica uma proteina que se
liga a MDMZ2 e inibe a degradacdo da p53 mediada pelo MDM2. Além disso, a
expressao do pl4ARF é regulada negativamente pela p53. Sendo assim, a perda
da funcéo normal da p53 pode resultar na expressado anormal dos genes TP53,
MDM2 e p14ARF (Figura 13) (Kleihues e cols., 2007).

A amplificacdo do MDM2 ou o aumento da expressdo da sua proteina
s8o mecanismos alternativos para escapar do controle da proliferacdo celular
regulado pela p53. A amplificagdo do MDM2 pode ser observada em <10% dos
GBMs sem a mutacdo em TP53. JA& o aumento da expressdao do MDM2 é
descrita em >50% dos GBMs primarios, mas s6 em 11% dos secundarios (Louis

e cols., 2016c¢)
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Figura 13. O padréo de sinalizagdo TP53/p14*f"/MDM2/MDM4 pode estar alterado em
até 87% dos GBMs. As alteracbes de ativacdo genética estdo representadas em
vermelho, sendo os genes mais frequentemente alterados representados em tons mais
escuros. As anormalidades que levam a perda de funcédo estéo identificadas em azul,
sendo que o azul escuro representa as alteracdes mais comuns (Adaptado de Van Meir

e cols., 2010).

1.1.5.3. p16'NK4a/CDK4/RB1

Essa via de sinalizacdo é importante para o controle de progressdo da
fase G1 para a fase S do ciclo celular. O gene RB codifica a proteina
supressora tumoral do retinoblastoma. O complexo CDK4 ou CDK®6/ciclina D1

fosforila a proteina Rb, deixando-a inativa e liberando o fator de transcri¢cdo
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EF2, o qual ativa os genes envolvidos na progresséo da fase G1 para a fase S
do ciclo celular (Figura 9) (Tang e cols., 2012). O gene p16'NkK4a (conhecida por
fazer parte do complexo CDKN2A) codifica uma proteina que se liga a CDK4 e
gue inibe a acédo do complexo CDK4 ou CDK®6/ciclina D1 sobre a Rb, fazendo
com que este Ultimo iniba a acdo da proteina EF2 e bloqueando a transicdo G1
para S. A expressao alterada de qualquer um dos genes dessa via, como a
perda da expressao do pl6'NK4a amplificacdo e superexpressao do CDK1, ou
perda da funcdo do RB, pode levar a perda do controle do ciclo celular. No
GBM, a delecdo do pl6NK4a e g alteracdo do RB parecem ser mutuamente
exclusivas (Figura 14) (Kleihues e cols., 2007).

Além disso, estudos recentes demonstraram o papel que a Rb associada
a outras proteinas exercem na organizacdo da cromatina na progressao da
mitose. H& evidéncias de associacdo de instabilidade cromossémica e de erros

na divisdo celular com inativagéo da proteina Rb (Uchida, 2016).
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Figura 14. A via de sinalizagdo p16™***/CDK4/RB1 pode estar alterada em 77% dos
GBMs. As alteracdes de ativacdo genética estdo representadas em vermelho, estando
0s genes mais frequentemente alterados representados em tons mais escuros. As
anormalidades que levam a perda de fungéo estéo identificadas em azul, sendo que os
genes marcados em azul escuro sdo os mais envolvidos (Adaptado de Van Meir e

cols., 2010).

1.1.6. Tratamento

O tratamento padrdo para pacientes que desenvolvem GBM se da por
uma abordagem multipla, que consiste de reseccao cirirgica e de radioterapia.
A guimioterapia com temozolamida (TMZ) pode ser utilizada também em

conjunto (Khosla, 2016). A TMZ é um agente alquilante de baixo peso
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molecular, facilemente absorvido por via oral, que destroi as células cancerosas
pela formagdo do OS-metilguanina no DNA. Este metabdlito faz com que a
timidina se pareie de forma erronea no DNA nas divisdes subsequentes,
havendo a formacédo de quebras deste, 0 que leva a apoptose da célula. Em
modelos animais, mostrou-se que a TMZ pode atravessar a barreira
hematoencefélica e atingir concentragdes intratumorais maiores do que outros
agentes citotoxicos (Jov€evska e cols., 2013).

A combinacdo do uso de um inibidor da angiogénese (ex.. O
bevacizumab) e de um agente citotoxico pode apresentar melhores resultados,
ja que os seus efeitos podem ser complementares, fazendo com que haja
diminuicdo da proliferacdo celular e reducdo das regides de inflamacéo
relacionadas ao tumor (JovCevska e cols., 2013). Além disso, Stupp e cols.
(2017), em um estudo multicéntrico, apresentaram um bom resultado para o uso
de um novo tratamento para pacientes com GBM, utilizando um dispositivo que
transmite ondas elétricas (TTFs) que atingem células tumorais em divisdo. O
estudo avaliou pacientes que foram submetidos a radio e quimioterapia
adicionadas ou ndo do uso desse dispositivo. Foi observado uma diferenca
significativa entre a mediana de sobrevida global daqueles pacientes que
utilizaram o dispositivo (20,9 meses) comparado com aqueles que nao
utilizaram o mesmo (16,0 meses) (HR, 0.63; 95% IC, 0.53-0.76; P < .001).

Apesar de tudo isso, 0 objetivo de muitas investigacdes para novas
terapias € observar possiveis vias alvo e identificar caracteristicas moleculares
que podem predizer resposta a tratamentos, facilitando assim a estratificacéo
dos pacientes para receber determinado tipo de tratamento. Os principais

mecanismos de acdo dessas novas drogas estao relacionados especialmente a
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sobreviéncia, a proliferacdo, a apoptose, a invasdo e a angiogénese tumoral
(Agnihotri e cols., 2013). Os estudos clinicos em desenvolvimento envolvendo o
GBM podem ser consultados no website do National Institutes of Health (NIH):

http://www.clinicaltrials.gov. No momento, existem 1175 estudos clinicos, que se

encontram em diferentes fases (U.S. National Library of Medicine, 2018).

1.1.7. Alteracdes envolvendo os genes NTRK1, ROS1, KIT, PDGFRA, KDR e

RB1

Os receptores de tirosina quinases (RTKs) pertencem a uma familia de
receptores de superficie celular para fatores de crescimento, horménios,
citocinas, fatores neutroficos e outras moléculas de sinalizacéo extracelular. Os
RTKs sdo mediadores chave nas principais vias de sinalizagdo que estéo
envolvidas na proliferacdo, na diferenciacdo, na sobrevivéncia e na migracéo
celular.

A familia RTK compreende varios genes que incluem, entre outros, o
receptor para o fator neurotréfico 1 (NTRK1), o receptor do proto-oncogene 1
(ROS1), o receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas a (PDGFRA),
0 receptor do fator de crescimento endotelial vascular (KDR ou VEGFR2) e o
receptor do proto-oncogene tirosina quinase (KIT).

Os mondmeros de RTK s&o organizados em um dominio extracelular (N-
terminal), transmembranar e quinase citoplasmatica. ApOs a ligacdo de uma
molécula em um receptor, ocorre a auto-fosforilacdo da porgéo citoplasmatica e
a ativacao de diversas vias que irdo resultar na proliferagéo, na diferenciacéo,

na sobrevivéncia e na migracao celular (Regad, 2015) (Figura 15).
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Figura 15. Esquema dos receptores tirosina quinase (RTKs) ROS1, NTRK1, KIT,
PDGFRA e KDR, as principais vias de ativacdo, e as consequéncias para a viabilidade
celular. Além disso, a imagem ilustra a via de sinalizacdo da RB1 dentro do nucleo

celular (elaborada pelo autor).

O gene receptor para o fator neurotrofico 1 (NTRK1) esta localizado no
cromossomo 1g23.1 e mutacbes no mesmo foram descritas em pacientes

afetados pela insensibilidade a dor congénita com anidrose (CIPA). Alteracdes
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menos comuns j& descritas no gene NTRK1 consistem de delecéo in-frame na
leucemia mieloide aguda e de splicing alternativo no neuroblastoma. Rearranjos
intra ou inter-cromossomos levam a fusdes génicas envolvendo a regido 3’ do
gene NTRK1 e a regiao 5’ de genes parceiros, fazendo com que ocorra uma
maior acdo da funcédo RTK deste gene (Amatu e cols., 2016). A descricdo dos
principais parceiros e tumores com as diferentes fusbes génicas estdo

resumidas no Quadro 2.

Quadro 2. Fus@es génicas descritas do gene NTRK1 e os tumores envolvidos

(Adaptado de Amatu e cols., 2016).

Fuséo génica Tumor

Colorretal

Sarcoma de tecidos moles
LMNA-NTRK1 Melanomas spitzoide

Sarcoma AYA (Adolescent and
young adult)

Fibrosarcoma congénito infantil
Colorretal

TPM3-NTRK1 Carcinoma papilar da tireoide
Glioblastoma

Cancer de Pulmao de Nao

SQSTMI1-NTRK1 Pequenas Células

Cancer de Pulmao de Nao

NTRK1-SQSTM1 Pequenas Células

NFASC-NTRK1 Glioblastoma
BCAN-NTRK1 Glioblastoma
PPL-NTRK1 Carcinoma de tireoide

Tumor neuroendécrino de grande

RFWD2-NTRK1 . ~
células (pulméo)

CD74-NTRK1 Adenocarcinomas de pulméo

MPRIP-NTRK1 Adenocarcinomas de pulméo
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RABGAP1L-NTRK1 Colangiocarcinoma intra-hepatico
TFG-NTRK1 Carcinomas de tireoide
TP53-NTRK1 Melanomas spitzoide

Fusdes génicas ocorrem em aproximadamente 30 a 40% dos pacientes
com GBM (Shah e cols., 2013). Em 2013, Frattini e cols. analisaram 185 GBMs
e encontraram duas fusfes in-frame envolvendo NTRK1 (BCAN-NTRK1 e
NFASC-NTRK1). No mesmo ano, Shah e cols. (2013) confirmaram essas duas
fusBes como recorrentes em uma amostra de 24 GBMs. Em um estudo baseado
em um triagem de amostras em parafina, Zheng e cols. (2014) descreveram
uma fusdo in-frame envolvendo o éxon 21 do gene ARHGEF2 (que codifica
Rho/Rac e fatores de troca de nucleotideo de guanina 2) e o éxon 10 do
NTRK1, além de outras duas fusfes in-frame envolvendo o éxon 5 do gene
CHTOP e o éxon 10 do NTRK1, em 115 amostras de tumores cerebrais.

Em uma busca no website do National Institutes of Health (NIH):

http://www.clinicaltrials.gov, pode-se observar 53 estudos clinicos em diferentes

fases de desenvolvimento para diferentes drogas possivelmente associadas ao
NTRK1. Quando utilizados os termos “Glioblastoma” e “NTRK1” podem-se
observar 4 estudos com diferentes drogas e em diferentes fases de
desenvolvimento: BIBF 1120 (fase 2, completo), Sorafenib (fase 1, completo),
LOXO-101 (fase 2, recrutando pacientes) e LOX0O-195 (fases 1 e 2, recrutando
pacientes) (U.S. National Library of Medicine, 2018).

O gene ROS proto-oncogene 1 (ROS1) esta localizado no cromossomo
6022.1 e pertence a subfamilia dos genes RTKs receptores de insulina. Um
possivel rearranjo génico para o gene ROS1 foi primeiramente descrito em 1987

em uma linhagem celular de GBM (Birchmeier e cols., 1987). Depois disso,
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novos estudos utilizando diferentes técnicas comecaram a descrever as
diferentes fusbes e os tipos tumorais onde foram encontradas. Pelo menos 26
genes ja foram descritos fusionados ao gene ROS1, estando associados ao
desenvolvimento de diferentes tipos de tumores (Uguen e De Braekeleer, 2016).

(Quadro 3).

Quadro 3. Fus@es génicas descritas envolvendo o gene ROS1 e
0s tumores ja encontrados (Baseado em Uguen e De Braekeleer, 2016).

Fuséo génica

Tumor

GBM

GOPC-ROS1 Colangiocarcinoma
Adenocarcinoma de pulmao
Gastrico

SLC34A2-R0OS1 Célon

Adenocarcinoma de pulmao

CD74-R0OS1 Adenocarcinoma de pulmao
NFkB2-ROS1 Linfoma Anaplasico de Grandes Células
NCOR2-ROS1 Linfoma Anaplasico de Grandes Células
KDELR2-ROS1 Adenocarcinoma de pulmao
SDC4-ROS1 Adenocarcinoma de pulmao
CCDC6-ROS1 Adenocarcinoma de pulmao
EZR-ROS1 Adenocarcinoma de pulmao
MSN-ROS1 Adenocarcinoma de pulméao

CEP85L-ROS1
TMEM106B-ROS1

Angiosarcoma
GBM
Adenocarcinoma de pulméao

CLTC-ROS1 Adenocarcinoma de pulméao
LIMA1-ROS1 Adenocarcinoma de pulméao
HLA-A-ROS1 Nevo de Spitz (lesédo na pele)
MYO5A-ROS1 Nevo pigmentado de células fusiformes
PPFIBP1-ROS1 Nevo de Spitz (leséo na pele)
ERC1-ROS1 Nevo de Spitz (leséo na pele)
PWWP2A-ROS1 Tumor Spitz atipico

CLIP1-ROS1 Nevo pigmentado de células fusiformes

ZCCHCB8-ROS1

Nevo de Spitz (leséo na pele)
GBM

SHTN1-ROS1 Nevo de Spitz (lesdo na pele)
TPM3-ROS1 Adenocarcmoma dNe pulméo

Nevo de Spitz (lesdo na pele)
LRIG3-ROS1 Adenocarcinoma de pulméo
TFG-ROS1 Tumor miofibroblastico inflamatorio

YWHAE-ROS1

Tumor miofibroblastico inflamatorio
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A primeira fusao descrita em GBM envolvia o gene ROS1 e o GOPC
(FIG), a qual era formada por uma delecdo de aproximadamente 240kb
(Charest e cols., 2003). Em 2013, Shah e cols. descreveram um caso com a
fusdo CEP85L-ROS1 em uma amostra de GBM. Coccé e cols. (2016)
identificaram a fusdo ZCCHC8-ROS1 em um caso de GBM congénito, resultado
de uma translocacéo envolvendo os cromossomos 6 e 12: t(6;12)(q21;924.3).
Apesar de ndo haver registro de estudos clinicos envolvendo o GBM e
alteracbes do gene ROSI1, 46 estudos em outros tipos tumorais estdo em
diferentes fases de desenvolvimento, principalmente avaliando tumores de
pulméo (U.S. National Library of Medicine, 2018).

A regido do cromossomo 4q12 codifica trés importantes genes RTKs que
sdo potenciais alvos terapéuticos: o KIT (receptor proto-oncogene tirosina
quinase), o PDGFRA (receptor tipo alfa para fator de crescimento derivado de
plaguetas) e o KDR ou VEGFR2 (quinase do receptor do dominio de insercéo
ou receptor do fator de crescimento do endotélio vascular). O principal
mecanismo de ativagdo desses RTKs se d& pela amplificacdo génica dos
mesmos (Nobusawa e cols., 2011, Little e cols., 2012; Phillips e cols., 2013).

A frequéncia de amplificacdo desses genes em GBMs é variavel e pode

ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Estudos com a frequéncia de amplificacdo dos genes KIT, PDGFRA e KDR

em GBM, junto com a metodologia utilizada para deteccéo.



o1

Amplificagcdo em GBM (%)

Autor Metodologia KIT PDGFRA  KDR
Joensuu e cols. (2005) FISH 53 36 36
Nobusawa e cols. (2010)  Array CGH 21 21
Verhaak e cols. (2010) Mjcr_oarray e expressao 17

génica
Nobusawa e cols. (2011) PCR diferencial 8,5 4.4 3,3
Little e cols. (2012) FISH 21
Szerlip e cols. (2012) Array CGH e FISH 16
Brennan e cols. (2013) MAicr_oarray e expresséo 13,1

génica
Burford e cols. (2013) FISH 21,6 25,5 14,9
Phillips e cols. (2013) FISH 22,5

A amplificacdo dos genes KIT, PDGFRA e KDR é frequente nos GBMs e
parece ser oriunda da evolucdo de um gene ancestral comum localizado em
4912, o que sugere a possivel co-amplificacdo dos mesmos (Joensuu e cols.,
2005).

A co-expressdo do PDGF e do seu receptor em GBMs sugere um
mecanismo autocrino de estimulo de crescimento celular. Além disso, a
mutacao por delecdo dos éxons 8 e 9 do PDGFRA j& foi descrita, sugerindo que
estas podem estar envolvidas na patogénese do GBM (Joensuu e cols., 2005;
Carrasco-Garcia e cols., 2014). O PDGFRA é expresso em células progenitoras
de oligodendrdcitos e possui trés isoformas de ligantes com alta afinidade:
PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB. Além disso, esse receptor tem um importante

papel na regulacdo da proliferacdo, da quimiotaxia e da migracdo celular
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(Nobusawa e cols., 2011). Pode-se observar que existem 54 estudos clinicos
em diferentes fases de desenvolvimento para diferentes drogas e tumores
envolvendo o gene PDGFRA. Quando utilizados os termos “Glioblastoma” e
‘PDGFRA” podem-se observar 3 estudos com diferentes drogas: crenolanib
(fase 2, recrutando pacientes), olaratumab e ramucirumab (fase 2, completo), e
MEDI-575 (fase 2, completo) (U.S. National Library of Medicine, 2018).

Joensuu e cols., (2005) encontraram expressdao minima de KIT em
células normais do cérebro; porém, altas taxas em tumores astrociticos de alto
grau. A funcao do KIT nos GBMs ainda € pouco conhecida, mas acredita-se que
o tumor pode conter células primitivas que adquirem sensibilidade para o fator
de célula tronco (stem cell factor, SCF), o ligante do KIT (Joensuu e cols.,
2005). Esse receptor € expresso em células progenitoras da medula 6ssea e da
glia de roedores (Nobusawa e cols., 2011). Tumores com amplificagéo do KIT e
com altos niveis de receptores KIT podem ser alvos de inibidores de tirosina
quinase (Joensuu e cols., 2005). Estes estudos vém sendo realizados e no
momento existem cerca de 174 trabalhos clinicos relacionados a esse gene, em
diversas fases do desenvolvimento, e em diferentes tumores. Ao utilizar os
termos “Glioblastoma” e “stem cell factor receptor” podem-se observar 2
estudos com a droga dasatinib associada a radioterapia e a quimiterapia com
temozolomida: os dois estudos pertencem ao mesmo grupo de estudo; contudo,
eles nao progrediram para a fase 2, pois 0 agente financiador retirou o apoio
(U.S. National Library of Medicine, 2018).

O KDR (ou VEGFR2) é um receptor de ligantes de acdo angiogénica
(VEGF-A e VEGF-E, e as formas processadas VEGF-C e VEGF-D). Os GBMs

sao tipicamente muito vascularizados e com maior atividade de KDR (pela
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fosforilagdo) na vasculatura tumoral. Porém, isso também pode ocorrer nas
células tumorais propriamente ditas (Joensuu e cols., 2005). Sendo assim, a
busca por tratamentos com a combinacdo de drogas com atividade anti-
angiogénica vem sendo alvo de varios estudos (Zorzan e cols., 2015).

Cerca de 305 estudos clinicos estdo sendo realizados avaliando o efeito
de diversas drogas em tumores com alteracdo no gene KDR. Utilizando os
termos “Glioblastoma” e “KDR” podem-se observar 7 estudos com diferentes
drogas e em diferentes fases do desenvolvimento: vacina de DNA VXMOL1 (fase
1, recrutando pacientes), AEE788 (fases 1 e 2, completo), XL184 (fase 2,
completo), cilengitide e sunitinib (fase 1, concluido), XL184 combinada com
radioterapia e quimioterapia com temozolomida (fase 1, completo),
bevacizumab e erlotinib (fase 2, completo) e o estudo do efeito microcirculatoério
do bevacizumab utilizando capilaroscopia (ativo, mas nao recrutando) (U.S.
National Library of Medicine, 2018).

Além do envolvimento dos RTKs, outro gene que vem sendo estudado
nos GBMs é o RB1. Este gene estd localizado em 13gl4.2 e a proteina
codificada por ele (a pRB) é uma reguladora negativa do ciclo celular. Ele foi o
primeiro gene supressor tumoral descrito. A proteina também é responséavel por
manter a estrutura da heterocromatina constitutiva estavel. A sua forma ativa,
hipofosforilada, impede a acéo do fator de transcricdo E2F1. Muta¢gbes no RB1
podem levar ao desenvolvimento do retinoblastoma em criangas, além do
cancer de bexiga e do osteossarcoma (Dyson, 2016). Diversos estudos
demonstram que a pRB é funcionalmente comprometida em diversos tumores
como resultado de mutacbes em RB1, ou por mutacbes que aumentam a

fosforilagdo do pRB através da expressdo de uma oncoproteina viral que se liga
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a pRB. A inativagdo da pRB compromete a habilidade da célula de sair do ciclo
celular, aumentando a sucetibilidade do desenvolvimento de tumor (Dyson,
2016).

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos em GBMs. Brennan e cols.
(2013) descreveram a perda da funcdo da pRB em 7,6% das amostras
avaliadas. Outros autores avaliaram a perda do gene RB1 em GBMs. As
frequéncias encontradas variaram de 25 a 34%, porém néo foi encontrada uma
associacdo com a sobrevida dos pacientes (Rodriguez e cols., 2008; Goldhoff e
cols., 2012). Backlund e cols. (2003) também ndo encontraram relacdo entre a
delecdo do RB1 e a sobrevida dos pacientes com GBM. Entretanto, quando
agrupadas todas as alteragbes envolvidas em outros genes da via (no caso o
CDKN2A, o CDKN2B, o RB1, e o CDK4) do RB1, observou-se que esses
pacientes sobreviveram menos do que aqueles com a via contendo 0s genes
normais.

Novas terapias tendo como alvo a via do RB1 vém sendo estudadas, mas
ainda com resultados controversos para a estratificacdo dos pacientes com
GBM (Michaud e cols., 2010; Schrdoder e McDonald, 2015). Quando utilizado os
termos “Glioblastoma” e “RB1” podem-se observar 3 estudos com diferentes
drogas e em diferentes fases de desenvolvimento: 2 estudos com iodo
radioativo | 131 e anticorpo monoclonal 3F8 (um deles em fase 1 e completo, e
0 outro em fase 2, ativo, mas nao recrutando); e Seneca Valley virus (agente

bioldgico) (ativo, mas nao recrutando) (U.S. National Library of Medicine, 2018).

1.2. Atécnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)
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A técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) foi descrita
inicialmente por Pinkel e cols. em 1986. Inicialmente, a marcagao das sondas
de DNA era realizada utilizando material radiotivo. No entanto, esta possuia
muitos problemas e era de dificil execugdo, sendo posteriormente substituido
pela marcagdo fluorescente (Smeets, 2004). A técnica de FISH permite a
deteccdo de anormalidades cromossomicas menores (0,5kb), quando
comparada a técnicas de bandamento cromossdémico convencional, como a
banda G (2000-3000kb) (McNeil e Ried, 2000).

A técnica de FISH foi desenvolvida para deteccdo de sequéncias
especificas de DNA ou RNA em células metafasicas, em cortes histologicos de
tecidos sélidos e em preparacbes celulares. Esta permite a observacdo de
anormalidades cromossomicas, como aneuploidias, amplificacdes, dele¢cbes e
rearranjos, tanto em células em divisdo como naquelas que ndo estao (Varella-
Garcia, 2003). O protocolo basico para a técnica de FISH consite em utilizar
uma sequéncia de DNA de interesse marcada com sinal fluorescente, também
conhecida como sonda, para marcar uma sequéncia complementar em uma
amostra colocada em uma lamina previamente preparada, contendo nucleos

interfasicos e/ou metéfases (Figura 16) (Jehan e cols., 2012).
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Hibridizacao in situ Fluorescente

Marcacao com

\ﬂiorescéncia P

* Desnaturacao e
hibridizacao

Sinal da sonda
No Cromossomo

Figura 16. Esquema representando a técnica de FISH. A sonda de DNA é previamente
marcada com material fluorescente. Esta e o DNA alvo sdo co-desnaturados, fazendo
com que a sonda possa hibridizar com a regido alvo. O sinal da marcagdo pode ser

detectado através de um microscdpio de fluorescéncia (Adaptado de Smeets, 2004).

7

A lamina contendo a amostra é tratada com uma protease (ex.. a
proteinase K e a pepsina) para que ocorra a digestdo do material extracelular do
tecido sélido e para que o material genético da amostra figue exposto para a
sonda. Posteriormente, a lamina é desidratada em solu¢cdes com concentracao
crescente de etanol. Logo apds, a sonda e a amostra sdo co-desnaturadas
utilizando o calor, possibilitando a hibridizacdo das sequéncias complementares.
Depois disso, a sonda remanescente na lamina é retirada por meio de uma

lavagem. A presenca da hibridizagdo entre a sonda e o material genético da
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amostra pode ser observada utilizando um microscopio fluorescente (Jehan e
cols., 2012; Kwasny e cols., 2012).

Usualmente as sondas de DNA sdo adquiridas ja prontas para o uso,
mas também, em situacBes especificas, podem ser desenvolvidas in house.
Este desenvolvimento, se da basicamente pela obtencdo da sequéncia de DNA
de interesse, utilizando vetores comerciais de cromossomos artificiais
bacterianos (BACs), e de extracdo do material genético apds cultivo. Depois da
obtencdo deste DNA, ele deve ser amplificado e marcado com fluorocromos
utilizando kits expecificos (Jehan e cols., 2012). Apds essa marcacao, o DNA é
precipitado e diluido em solucdo tampao. A partir de entdo, a sonda pode ser
utilizada.

A importancia da deteccdo das anormalidades citogenéticas presentes
em neoplasias, em especial as hematoldgicas, € muito bem reconhecida desde
0s anos 1980. Estas alteracbes tém um significado muito importante no
diagndstico, na definicdo da terapia a ser empregada e no prognéstico, servindo
inclusive como fatores preditores de resposta ao tratamento.

Para os tumores solidos as investigacfes das alteracbes genéticas
envolvidas e como elas afetam o progndstico, bem como a resposta do paciente
ao tratamento, ainda precisam ser elucidadas. Muitos estudos estdo sendo
conduzidos com o objetivo de esclarecer aspectos relevantes associados a
patogénese e aos fatores prognosticos dos GBMs. Contudo, ha ainda muitos
fatores a serem estudados.

A avaliacdo das diferentes alteracdes genéticas verificadas nos
glioblastomas € alvo de diferentes estudos, uma vez que possibilita um maior

conhecimento da natureza heterogénea destes tumores e a possivel descoberta
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de novos alvos terapéuticos. Apesar de existirem varios estudos avaliando as
diferentes alteracbes genéticas em glioblastomas, apés revisdo nos portais de
pesquisa internacionais (MEDLINE/PubMed) e nacionais (LILACS e SciELO),
ndo encontramos nenhum estudo que tenha aplicado a técnica de FISH para
analisar as alteragOes dos genes NTRK1, ROS1, KIT, PDGFRA, KDR e RB1 em
glioblastomas de pacientes brasileiros adultos.

Deste modo, se fossem obtidos dados tumorais através da citogenética
convencional e molecular, os médicos poderiam dispor de diagnésticos mais
especificos, possibilitando um melhor delineamento da terapéutica a ser

ofertada ao paciente.
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2. Objetivos

Objetivo geral:
Identificar, através da técnica de FISH, alteracdes citogenéticas moleculares de

valor prognostico em amostras tumorais de pacientes com glioblastomas.

Objetivos especificos:
a. verificar a frequéncia de rearranjos envolvendo os genes NTRK1 e ROS1,
amplificagéo nos genes KIT, PDGFRA, KDR e dele¢do do gene RB1 em uma
amostra de glioblastomas de pacientes adultos;
b. correlacionar as anormalidades citogenéticas moleculares com o prognostico

dos pacientes afetados por glioblastoma.
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Abstract

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and aggressive brain tumor, with poor survival despite the advances in
diagnosis and therapy. At molecular level, these tumors have been subject to intense investigation, especially
aiming to find clues for development of new treatments. We investigated 113 adult Brazilian patients with GBMs
for clinical data and tumor molecular cytogenetic characteristics through fluorescence in situ hybridization,
namely frequency of NTRK/! and ROS! gene rearrangements, KIT, PDGFRA and KDR amplification, and RBI
deletion. About half of patients (53%) were male and most of them were over 40 years (94%). The main clinical
sign observed at diagnosis was focal disturbance (57%) and the majority of tumors was first diagnosed as de novo
GBM (93%). In 60% of patients the tumor was located on the right cerebral hemisphere, and the frontal (31%)
and temporal (20%) regions were the most affected. Most patients had just one tumor site (64%) and underwent
partial resection (71%), 14 (14%) presented complications after surgery. The median hospitalization time was 20
days and the median survival was 175 days. One case was identified as positive for rearrangement in NTRK/ and
another in ROS! (0.9% each). PDGFRA was amplified in approximately 20% of all cases, and co-amplified with
KDR in more than 90% and with KIT in more than 60% of positive cases. RB/ was deleted in 16% of patients.
There was no association between the investigated molecular abnormalities and patients’ survival. However, in
multivariate analyses, age, complications after surgery and tumor side were independent variables associated with
patient survival. This study contributes with information on the molecular profile of GBMs in Latin America

highlighting possible new target candidates for therapy.

Keywords
Glioblastoma, fluorescence in sifu hybridization, PDGFRA, KDR, NTRKI, ROSI

Introduction

Malignant brain tumors are among the most feared human cancers, mainly because patients have a very
poor prognosis and the disease impacts directly the quality of life and cognitive function. In Brazil, the estimated
incidence for central nervous system (CNS) tumors in 2016 was 5,440 male and 4,830 female cases [29].
Glioblastoma (GBM) is a high-grade glioma with predominantly astrocytic differentiation with nuclear atypia,
cellular pleomorphism, mitotic activity, microvascular proliferation and necrosis [43]. GBM is the most frequent
primary brain tumor, with an annual incidence of 3.2 per 100,000 in the United States [53]. Moreover, GBM is
the most malignant CNS neoplasm and despite current therapies it usually causes patient’s death within one year
after the diagnosis [50].

Heterogeneity, regarding to both histomorphology and genetic abnormalities, is an outstanding feature
of GBM and allows stratification of the diagnosis, prognosis, and response to treatment [28, 76]. Current treatment
for GBM combine surgery, radiation therapy and chemotherapy with temozolomide (TMZ), but these
interventions provide a moderate survival benefit [63]. Recently, patients who underwent chemo-radiation
followed by maintenance treatment with temozolomide and a device that transmits tumor-treating fields presented
significantly longer overall survival [70]. However, molecular investigation has been the focus of intense
investigation in GBMs [76], especially aiming to identify oncogenic pathways to be potentially inhibited by new
therapies. Genomic alterations activating oncogenes (mainly tyrosine kinase receptors, TKR) and inactivating

tumor suppressor genes have been reported in GBMs [31]. TKRs are activated by point mutations [11, 25], gene
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amplifications [3, 11, 25] and gene fusions that are reported in almost 50% of GBM [67]. Among the clinically
relevant oncogenic pathways in GBM are the ones involving the genes NTRK/ and ROS1, for which many specific
inhibitors are already approved or under development [5, 21, 62, 75]. Several molecular fusions involving these
genes have been found in GBM, such as BCAN-NTRK1, NFASC-NTRK (25,32, 67], ARHGEF2-NTRK1, CHTOP-
NTRK1 [80], GOPC-ROSI [17] and CEP85L-ROS1 [67]. Amplifications involving KIT, PDGFRA and KDR genes
have also been reported [12] and there are drugs in development for brain tumors with such molecular profile [55,
64,79, 81]. Loss of tumor suppressor genes may also be therapeutically targeted and there are studies evaluating
the response of an antitumor drug that acts on the RBI pathway [27, 51, 78]. Thus, stratification of patient tumors
based on RB1 suppressor gene status may be important for GBM [26, 45].

This study aimed to verify the frequency and the clinical significance of rearrangements in ROS/ and
NTRKI, amplification of KIT, PDGFRA, and KDR, and deletion of RB/ in a Brazilian cohort of adult patients
with GBM using fluorescence in situ hybridization (FISH).

Material and Methods

Sample

A total of 113 patients diagnosed with GBM in two Brazilian hospitals (Grupo Hospitalar Conceig¢éo and
Hospital Beneficéncia Portuguesa in Porto Alegre, RS, Brazil) during the period between January 2009 and May
2015 were included in the study after approval by the Institutions’ Research Review Boards. Formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tumor blocks were received, hematoxylin and eosin stained sections were centrally
revised by a pathologist (VOP), and GBM diagnosis was confirmed according to WHO Classification (2007) [33].
Demographic profile of patients was noted, including data about clinical profile, tumor characteristics, and overall
survival. For better evaluation of survival, patients were divided based on age distribution according to Simpson
et al. (1993) [69]: <40 years, 40-59 years and >60 years old. For clinical signs and symptoms, groups were created
and divided in focal disturbance (aphasias and motor deficit), increase intracranial pressure (ICP) (headache,
vomit and nausea), behavioral change (mental confusion and disorientation), seizure and decreased consciousness
(sensory changes and somnolence) based on Brat et al. (2015) and Preusser et al. (2011) [10, 59]. The anatomical
site of tumor was defined as frontal, temporal, parietal and “other” according to Simpson et al. (1993) and
Lamborn et al. (2004) [38, 69]. Tumors located in corpus callosum, occipital regions, or in more than one single
site were included in the category “other”. Complications after surgery were noted until the hospital discharge.

The median follow up of the study was 175 days (minimum of 3 days, maximum of 7 years).

Fluorescence In Situ Hybridization assay (FISH)

FISH assays were performed on 4um FFPE sections using commercial or laboratory developed DNA
probes diluted in tDenHyb-2 hybridization buffer (Insitus Biotechnologies, Albuquerque, NM). The sets of
fluorochrome-labeled probes applied for individual assays are described as follow, the last value always
representing the volume of the hybridization buffer. The NTRK break-apart FISH assay was performed using the
Vysis LSI NTRK 1 (Cen) SpectrumGreen (Cat # 08N43-030) and the Vysis LSI NTRK1 (Tel) SpectrumRed (Cat
# 08N43-020) (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL), mixed as 1:1:13 v/v. The ROS! break apart assay used the
probe set ROSI-GOPC(FIG) Distal (6q22.1, Red) and ROSI-GOPC(FIG) Proximal (6q22.1, Green) (Cytocell
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Ltd, Technopark Newmarket Road, Cambridge, UK, Cat# LPS 511-A and # LPS 510-A, respectively) mixed as
1.5:1.5:1 v/v. The KIT/PDGFRA/KDR enumeration FISH assay used two commercial reagents, Vysis LSI KIT
SpectrumRed and Vysis CEP 4 SpectrumAqua (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, Cat # 05J15-011 and #
06J54-014, respectively) and two laboratory developed reagents, PDGFRA and KDR probes. These later probes
were developed with the RP11-58C6 and RP11-21A18 BAC clones, encompassing respectively DNA sequences
for PDGFRA and KDR, and labeled in SpectrumGreen and Spectrum Gold, all according protocols previously
described [8]. The mix probe used was 5:5:1:0.65:2.5 v/v for PDGFRA, KDR, KIT, CEP4, and tDenHyb-2 buffer,
respectively. The RBI enumeration assay used Vysis LSI 13 RBI (13q14) SpectrumOrange and Vysis LSI 13q34
SpectrumGreen probes (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, Cat # 05J15-011 and # 05J80-011, respectively),
mixed as 1:1:14 v/v. All FISH assays were performed with the codenaturation protocol based on the pepsin/sodium
thiocyanate pretreatment for paraffin embedded tissues from Kreatech Biotechnology (Kreatech Biotechnology -
Kreatech Diagnostics, Amsterdam, NL). The final volume of the probe mix to be used in each specimen was
determined according to the size of the hybridization area.

In the FISH break-apart assays, the criteria for classifying a specimen as positive for NTRK/ and ROS1
rearrangement was defined as >15% of tumor cells showing single 3’ or single 5’gene signal, or a separation of 5
and 3' gene signals greater than one signal diameter [2, 74, 80]. In the FISH enumeration assays, we used different
criteria (C) based on literature. Gene amplification was evaluated by five criteria: C1: Presence of tight gene
clusters and a ratio of gene:control >2, or >15 copies of gene in >10% of tumor cells [15]; C2: Ratio of gene:control
>2 [61]; C3: At least one cell with >10 gene copies, or with 5 to 9 gene copies with a gene:control ratio >2 [41];
C4: At least one cell with >10 gene copies and the ratio gene:control of >5 [12]; and C5: >10% of tumor cells
showing gene:CEP 4 ratio >2 or innumerable tight clusters of signals of the locus probe [60]. In the RB/ FISH
assay, deletion was considered based on two criteria: C1: ratio gene:control RB1:13q34 lower than 0.8 [61], and

C2: only one gene signal in >50% of tumor nuclei [26].

Statistical analysis

The quantitative variables were described as mean (standard deviation) or median (interquartile range).
Absolute and relative frequencies were used for categorical variables, as well as Chi-square test with Yates
correction and Fisher’s exact test for this kind of data. To evaluate survival, Kaplan-Meier method was applied
and the curves were compared using the log-rank test. The confounding factors were controlled by multivariate
Cox proportional hazards model when the variables presented p<0.25 in the univariate analysis. The effect
measure used was the Hazard Ratio (HR) in conjunction with a confidence interval of 95%. The significance level

adopted was 5% (p<0.05) and the analyses were performed in the SPSS program version 21.0.

Results

Detailed clinical findings of the 113 patients are presented in Table 1. About half of them (53.1%) were
male, and age ranged from 18 to 83 years (mean of 56.9 years, standard deviation of 12.3 years; 93.8% were over
40 years). The main clinical sign at diagnosis was focal disturbance (57.1%). Seizure was described in 16.1% of
patients. The majority of tumors was first diagnosed as de novo GBM (93.1%). The mean age for de novo GBM
was 58.2 years (SD 11.1 years) and for the cases with previous tumor was 43 years (SD 10.6 years) (P= 0.001).

In cases with a previous tumor, these were classified as astrocytoma grade II (n=4), astrocytoma grade III (n=1),
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anaplastic ependymoma (n=1) and anaplastic astrocytoma grade III (n=1). Frontal (31%) and temporal (20.4%)
regions were the most affected regions, and the tumor was mainly located on the right cerebral hemisphere
(59.5%). Most patients had a single region affected (63.7%) and underwent partial tumor resection (70.6%).
Fourteen patients (13.7%) presented complications after surgery (Online Resource 1) that included hematoma,
hemorrhage, shock, fever, meningitis, infection of the respiratory tract, muteness, visual loss, aphasia, and
hemiplegia. The median hospitalization time was 20 days (IQR: 13.5; 28) and the median survival time was 175
days (95% CI: 126.1-223.9). At the end of the study, only four patients (3.5%) were still alive, and the follow up
for these patients was between 21 and 60 months. The observed survival rates of GBM patients were 23% at 1
year and 3.4% at 5 years.

In the multivariate analyses, the independent variables associated with patient survival were age
(P=0.009), tumor side (P=0.022) and complications after surgery (P=0.003) (Table 2). Patients older than 60 years
presented a risk 3.38 times higher for death when compared with those younger than 40 years. Patients with tumor
located on the left side presented a chance of death less than 42%, when compared with those with tumor on the
right side. Clinical complications after surgery were significantly associated with decreased survival (P=0.003),
with a risk 2.69 times higher for death in those patients compared with those with no complications.

The cytogenetic results are summarized in Tables 3 and 4 and presented in detail for each patient in the
Online Resource 2. In summary, the molecular fusions were rare: case 61 was positive for NTRK/ rearrangement
(Figure 1A) with a single 5’ NTRK signal pattern and case 31 was positive for ROS! gene rearrangement (Figure
1B) with a pattern of single 3’ ROS1 signal pattern. Attempts to identify the fusion partners in these rearrangements
were unsuccessful due to inadequate DNA quality. None of these two patients had remarkable clinical features.

The gene amplification analyses detected similar results across the different criteria: PDGFRA was the
most commonly amplified gene (18.6-21.2% of cases), followed by KDR (17.7-20.4%) and KIT (11.5-14.2%
cases). C3 and C4, the less stringent criteria, generated slightly higher frequency of positives as expected. Most
often the 3 genes were co-amplified as specified in Table 4. Using C1 for further analyses, 19.5% of the cases
harbored gene amplification in the 4q12 locus, of which 63.6% had co-amplification of the 3 genes, 27.3% had
co-amplification of PDGFRA and KDR and 9.1% had only PDGFRA amplification. A positive case for all 3 genes
is illustrated in Figure 2, and examples of co-amplification of PDGFRA and KDR and amplification of PDGFRA
alone are shown in Figures 3 and 4, respectively. In the univariate analyses, we observed an association between
KIT amplification using C3 (P=0.046) and C4 criteria (P=0.046) and patients’ survival. However, this difference
did not persist in the multivariate analyses, even for the other variables that presented p<0.25 in the univariate
analysis (Table 5).

In the RBI deletion analyses, a similar proportion of affected cases was observed by the two criteria
(11.5% and 12.4%), however only nine patients were detected as harboring RB/ deletion by both criteria. Four
samples were considered deleted only by C1, comprising cases with gene deletion followed by chromosome
duplication (Figure 5A). Five samples were classified as deleted only based on C2, comprising cases carrying loss
of gene and loss of control likely due to monosomy of chromosome 13 (Figure 5B). Since both criteria would
qualify as gene loss, the actual frequency of GBM patients with RB/ deletion in this cohort would be 18 cases
(15.9%) and this phenotype had no association with survival (P=0.167) (Table 5).
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Discussion

There are only few molecular cytogenetic publications on adult onset glioblastomas in Latin America
correlating the results with clinical findings as survival [37, 56, 58], observation that highlights the importance of
this study. The majority of the patients in this cohort were male (male:female ratio =1.13:1), what is in accordance
with the literature for the United States and Switzerland [43]. GBM preferentially affects older adults with a higher
incidence in ages between 55 and 85 [43]. Our study was intentionally designed to target adult population (median
age 56.9 years; SD 12.3 years) and showed that an older age seems to be associated with a poor prognostic, in
agreement with the literature [19, 34, 36, 39, 42, 49, 69, 71]. Usually, elderly patients have more co-morbidities
and less resistance to medical procedures and treatment, which explain their worse prognosis compared to younger
patients [18, 49]. Moreover, it is also possible that in the elderly the diagnosis of the disease is delayed, which
would lead to a poorer prognosis. To reach a better outcome, in these patient a multidisciplinary team management
has been proposed with individual assessment of operability and post-operative treatment based on multiple
indexes [7].

GBMs develop rapidly and the symptoms depend specially on the tumor location and size. Common
symptoms include focal neurological signs (aphasia, paresthesia, hemiparesis, and visual disturbances), seizures,
mood and personality changes, or symptoms of increased ICP, such as nausea, vomiting and headache [59]. The
majority of patients in this cohort presented one type of focal disturbance (57.1%) and increased ICP (51.8%)
(Table 1). Considering the focal disturbance, 51.8% of all patients had motor deficit and 17.9% showed aphasia.
Headaches were reported in 51.8% of patients, also in agreement with a previous report [52]. Some authors
described the occurrence of seizures in 20% to 40% of patients [52, 71] and we observed this symptom in 16.1%.
Seizures can correlate with a better survival, since may be linked to reduced tumor aggressiveness and its
occurrence could be a factor for an earlier diagnosis [71].

The majority of GBMs (>90%) occurs de novo and typically develop in older patients (mean of 62 years).
Secondary GBMs developed through progression from low grade astrocytomas are less frequent (<10% of all
GBMs) and are more common in younger patients (mean of 45 years) [33]. The cohort currently analyzed had
similar proportion of patients in each of these classifications.

Few studies have evaluated the impact of the side in which the tumor develops. Connon et al. (2016)
observed more right-side tumors, in agreement with our study (59.5%), while others verified more cases with left-
side tumors [18, 23, 44]. To the best of our knowledge, there was no previous report of tumor-side association
with survival, whereas in our study the patients with left-side tumors presented a lower risk of death, compared
with patients with right-side tumors. This observation maybe due to the location on the left side of the Wernicke
and Broca's areas, responsible for speech, comprehension or understanding of written and spoken language, which
will generate symptoms that may lead to an earlier diagnosis [42]. The majority of cases that presented one type
of aphasia (73.7%) had the tumor located on the left side.

The majority of tumors in our sample were located on frontal and temporal lobes and no association was
found with survival. However, there are reports that tumors in these regions are typically associated with less
symptoms or vague effects (behavioral changes and hearing or speech difficulties), which could be easily confused
with typical aging changes, reflecting in late diagnosis and consequently worse prognosis [16, 18].

The extent of the brain tumors resection is highly dependent on the location, size and difficulty to access.

The present study has not included cases that underwent biopsy, mainly because we needed more tissue to perform
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the molecular analysis. Moreover, an important characteristic of GBM is the presence of necrotic areas unsuitable
for analysis. The majority of our cases underwent partial resection (70.6%), in agreement with other studies [40,
42, 69]. Korshunov et al. (2004) described no association between resection (gross total vs partial) and survival
in high grade gliomas, similarly this study [35]. Nevertheless, gross total resection has been associated with better
survival when compared with partial resection [40, 44]. Furthermore, patients who underwent gross total or partial
resection have presented a longer survival compared with those that just underwent biopsy [23, 42, 69]. In the
present study, the occurrence of clinical complications was significantly associated with decreased survival in
agreement with a German investigation [22] and there was no statistically significant difference in the median
time of hospitalization between patients with (21 days, CI: 16-45.5) and without complications (19 days, CI: 13-
26) (p=0.070).

The median survival for the Brazilian GBM patients in our study was 175 days (5.8 months), which is
somewhat similar with patients from other regions, such as the study developed in Australia by Connon et al.
(2016) with a median survival of 4.7 months in patients over 80 years old [18]. Ohgaki et al. (2004) observed 4.9
months survival after surgical intervention in different ages with patients from Switzerland [49]. Some other
European cohorts (Belgium, Germany and Spain and Russia) had higher median survival (9.5 to 12.4 months)
[22, 36, 40, 71]. The survival rates were lower for 1-year survival and similar for 5-year survival in our cohort
compared to cohorts from other regions (28-68% and 2.9-14%, respectively) [36, 49, 52, 71]. It is noteworthy that
Brazilian investigators have associated low socio-economic level with poor prognosis for tumors such as breast
and uterine cancers, as consequence of late diagnosis in public health services [1, 14, 46, 65]. Similar rationale
could explain why the GBM patients in our sample had a poorer prognosis when compared with the majority of
published studies.

Receptor tyrosine kinase (RTKs) genes are related to cell growth and their alterations have been
associated with several tumor types and targeted in novel therapies. RTKs are mainly activated by mutations, as
gene amplification or fusion, and chromosomal deletions, translocations and inversions. Gene fusions occur in
approximately 30-50% of GBM [67]. Most common fusions involve EGFR and FGFR3 [25, 67], other fusions
occur more rarely, for instance activating NTRK/ and ROS! [32, 67].

The neurotrophic tropomyosin receptor kinase type 1 (NTRK1) is a membrane-bound receptor that upon
neurotrophin binding phosphorylates itself and members of the MAPK pathway. Rearrangements involving this
gene are recurrent in many tumors, including papillary thyroid [24], lung [74] and colon [54] cancers. The fusions
reported seem to contribute to the initiation and maintenance of malignancy [32] thus being good targets for new
drugs in cancer therapy [4]. In 2013, Frattini et al. described two in-frame fusions involving NTRK1 (BCAN-
NTRKI and NFASC-NTRKI) in 185 GBM tested [25]. These genomic events were found as recurrent in GBM
[32, 67]. Zheng et al. (2014) reported one in-frame fusion involving the exon 21 of ARHGEF?2 (encoding Rho/Rac
guanine nucleotide exchange factor 2) and the exon 10 of NTRK/, and two in-frame fusions involving the exon 5
of CHTOP (encoding the chromatin target of PRMT1) and the exon 10 of NTRK/ on a brain tumor set of 115
samples [80].

The ROS proto-oncogene 1 (ROS!) belongs to a subfamily of insulin RTK genes and is activated by
fusion in a variety of tumors, with at least 26 different partners [72]. The first fusion protein discovered in GBM
involved ROSI and GOPC (alias FIG), in which an intra-chromosomal deletion of 240 kb led to a constitutively
active kinase, suggesting an oncogenic activity [9, 17, 20]. Shah et al. (2013) described a case with CEP85L-
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ROS1 fusion in The Cancer Genome Atlas (TCGA) [67]. In lung cancer, ROS! rearrangements define a unique
molecular subclass that respond to the tyrosine kinase inhibitor crizotinib [68]. In our sample there was one
positive case for each of the NTRKI and ROS! rearrangements, and this low frequency is in accordance with the
literature [25, 32, 67, 80].

The 4q12 chromosome region harbors three genes encoding potentially drug targeted RTKs: KIT (proto-
oncogene receptor tyrosine kinase), PDGFRA (platelet derived growth factor receptor alpha), and KDR (kinase
insert domain receptor). The main mechanism of activation for these RTKs is amplification [41, 48, 57]. The
frequency of amplification of the KIT, PDGFRA and KDR genes varies among different GBM studies from 4.4 to
21.6%, 8.5 to 36% and 3.3 to 36%, respectively [11, 12, 30, 41, 47,48, 57, 77]. In our study, frequencies detected
by different criteria were similar to each other and within the ranges described in literature. We observed an
association between KIT amplification and patients’ survival in the univariate analyses using C3 and C4 criteria,
but these results were not sustained in the multivariate analyses. For the other genes, PDGFRA and KDR, no
significant correlation between the amplification and survival of patients was found. This is consistent with the
results from Joensu et al. (2005) and Nobusawa et al. (2011) who used FISH and differential PCR, respectively,
to evaluate amplification of these genes [30, 48]. However, Burford et al. (2013) found that amplification of these
genes were individually associated with poor clinical outcome of the patients with GBM [12].

The gene RB transcriptional corepressor 1 (RB1) encodes the retinoblastoma protein (Rb1), a component
of regulatory pathway that controls the G1 to S transition of the cell cycle [13]. This protein also stabilizes the
constitutive heterochromatin to maintain the overall chromatin structure. Brennan et al. (2013) reported Rb
function loss in 7.6% of GBM samples by direct RB/ deletion/mutation, lower than the frequency of this marker
in our study [11]. On the other hand, Rodriguez et al. (2008) found RB/ deletion/chromosome 13 monosomy in
25% of GBM samples, and no association between this alteration and survival was detected [61]. Other authors
have demonstrated higher proportions of RB/ deletion in GBM (34%), but they have not identified any association
between RB1 status and survival [26]. Backlund et al. (2003) also found no association between RB/ deletion and
survival [6]. However, when grouping the alterations in numerous genes on the Rbl pathway (CDKN24,
CDKN2B, RB1, and CDK4), they found a significantly shorter median survival when compared with the normal
Rb1 pathway group.

Novel therapeutic agents targeting these oncogenic pathways are in progress. A search on the website
clinicaltrials.gov on January 5th, 2018 identified studies as follows [73]. For NTRK, there were four clinical trials
in phase 1 and 2 with different drugs and tumors, including GBM. There were no studies with GBM and ROS!
specifically, but there were 53 studies evaluating this gene in other tumors in different phases, especially in lung
cancer. In relation to studies involving KIT, PDGFRA and KDR genes, there were respectively two, three and
seven trials in different phases and using distinct drugs, including patients with GBM. Agents targeting Rbl
pathway are in development, however their success will likely depend on a robust patient stratification into
molecular subgroups [45, 66], which does not seem to be achieved yet. There were three clinical trials in phase 1
and 2 targeting RB/ on GBM specifically.

In summary, NTRKI and ROS! gene fusions seems to be rare in GBM and may not be correlated with
clinical or demographic characteristics. Amplification of the KIT, PDGFRA, and KDR genes and deletion of RB/
were more frequent events and, although they did not appear to impact patient’s survival, they may provide a

target for new therapeutic regimens. Importantly, the molecular profile of GBM in patients from Brazil resembled
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that from other geographical areas. However, it cannot be ruled out that the sample size may have influenced the
relation of these cytogenetic markers with clinical characteristics, such as survival. For example, an increase in
sample size perhaps might show an association between KI/T amplification and patients’ survival in the
multivariate analyses using C3 and C4 criteria. Despite the similarities observed with studies performed in other
geographical areas, it was noteworthy that age, complications after surgery and tumor side were associated with
patient survival and these variables may be related to the characteristics and conditions of health systems of

developing countries, including late cancer diagnosis.
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Figures Legends

Figure 1. Microscope fields of tumors showing positive patterns for NTRKI (A) in case 61 and ROS!

rearrangements (B) in case 31, identified by the presence of single green signals (see arrows).
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PDGFRA

Figure 2. Segmented images of a microscope field showing co-amplification of the KIT (red signal), PDGFRA
(green signal) and KDR (yellow signal) genes in case 70. CEP4 (aqua signal) corresponded to a control probe

recognizing the centromere of chromosome 4.
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PDGFRA

Figure 3. Segmented images of a microscope field showing co-amplification of the PDGFRA (green signal) and

KDR (yellow signal) genes in case 69. In this tumor specimen, KIT (red signal) had similar copy number as the
control CEP4 (aqua signal).
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Figure 4. Microscope field illustrating amplification only for the PDGFRA gene (green signals) in case 85 (green

arrows).
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Figure 5. Microscope fields showing tumor cells with loss of the RBI gene. A. Case 41 with unbalanced loss of
RBI (red signal) in comparison with the control probe 13q34 (green signal). B. Case 96 with a pattern suggestive

of monosomy 13. Representative nuclei are indicated by white arrows.



Table 1. Clinical characteristics of the patients (total= 113).

Variable N (%)
Sex (n=113)
Male 60 (53.1)
Female 53 (46.9)
Age (n=113) mean569y;SD 123y
<40 years 7(6.2)
40-59 years 54 (47.8)
>60 years 52 (46.0)
Clinical feature groups (n=112)
Focal disturbance 64 (57.1)
Increase ICP 58 (51.8)
Behavioral change 27 (24.1)
Seizure 18 (16.1)
Decreased consciousness 14 (12.5)

Tumor location (n=113)

Frontal 35 (31.0)

Temporal 23 (20.4)

Parietal 11 (9.7)

Other 44 (38.9)
Tumor side (n=111)

Right 66 (59.5)

Left 43 (38.7)

Bilateral 2 (1.8)
Number of involved regions in brain (n=113)

One region 72 (63.7)

Two or more regions 41 (36.3)
Prior CNS tumor (n=102)

No 95(93.1)

Yes 7(6.9)
Resection (n=109)

Partial 77 (70.6)

Gross total 32 (29.4)
Complications after surgery (n=102)

No 88 (86.3)

Yes 14 (13.7)

N: number of patients; %: percentage; ICP: Intracranial pressure;
CNS: Central Nervous System.



Table 2. Multivariate analysis (Cox Regression) of variables associated with survival.

Age
<40 years 7 619 (0-1422) 57.1% 14.3% 1.00 -
40-59 years 54 220 (123-317) 27.8% 4.6% 1.74 (0.72 - 4.21) 0.223
>60 years 52 123 (75.9-170) 13.5% 0 3.38(1.35-8.84) 0.009
Tumor side
Right 66 164 (130-197) 21.2% 0 1.00 -
Left 43 220 (111-329) 25.6% 7% 0.58 (0.37-0.92) 0.022
Complications after surgery
No 88 216 (160-271) 26.1% 3.4% 1.00 -
Yes 14 77 (0-161) 0 0 2.69 (1.40-5.18) 0.003

88

HR: Hazard Ratio; %: percentage; CI: Confidence Interval; *: adjusted by age, increase ICP (intracranial pressure), frontal location, tumor side, number of involved regions, resection,
complication, Little et al. (2012) and Burford et al. (2013) criteria for K/T amplification.
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Table 3. Molecular cytogenetic analyses in 113 GBM cases according to the different criteria selected for

interpretation.
Assays and Criteria for Interpretation N (%)
Gene Fusions No Yes
NTRK] rearrangement
1) >15% of tumor cells showing single 3’ or single 5’gene signal, or a
separation of 5’ and 3’ gene signals greater than one signal diameter 112 (99.1) 1(0.9)
(Vaishnavi et al., 2013; Aisner et al., 2014; Zheng et al., 2014)
ROS|I rearrangement
1) >15% of tumor cells showing single 3’ or single 5’gene signal, or a
separation of 5" and 3’ gene signals greater than one signal diameter 112 (99.1) 1(0.9)
(Vaishnavi et al., 2013; Aisner et al., 2014; Zheng et al., 2014)
Gene Amplification No Yes
KIT
1) Cappuzzo et al., 2005 99 (87.6) 14 (12.4)
2) Rodriguez et al., 2008 99 (87.6) 14 (12.4)
3) Little et al., 2012 97 (85.8) 16 (14.2)
4) Burford et al., 2013 97 (85.8) 16 (14.2)
5) Purkait et al., 2016 100 (88.5) 13 (11.5)
PDGFRA
1) Cappuzzo et al., 2005 91 (80.5) 22 (19.5)
2) Rodriguez et al., 2008 92 (81.4) 21 (18.6)
3) Little et al., 2012 89 (78.8) 24 (21.2)
4) Burford et al., 2013 89 (78.8) 24 (21.2)
5) Purkait et al., 2016 91 (80.5) 22 (19.5)
KDR
1) Cappuzzo et al., 2005 93 (82.3) 20 (17.7)
2) Rodriguez et al., 2008 93 (82.3) 20 (17.7)
3) Little et al., 2012 90 (79.6) 23 (20.4)
4) Burford et al., 2013 90 (79.6) 23 (20.4)
5) Purkait et al., 2016 93 (82.3) 20 (17.7)
Gene Loss
RBI deletion No Yes
1) Rodriguez et al., 2008 100 (88.5) 13 (11.5)
2) Goldhoff et al., 2012 99 (87.6) 14 (12.4)
3) Rodriguez et al., 2008 and /or Goldhoff et al., 2012 95 (84.1) 18 (15.9)

%: percentage, ratio: gene/control
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Table 4. Distribution of positive cases for gene amplification in the 113 GBM cases based on different cytogenetic

criteria.
Criteria
Gene Amplification Status N (%)
Cl C2 C3 C4 C5

Negative forall 3 genes, KIT, PDGFRA o1 905) 92 (31.4) 89(78.8) 89 (78.8) 91 (80.5)

and KDR

Positive for all 3 genes, KIT, PDGFRA

and KDR 14 (12.4) 14(12.4) 16(14.1) 16(14.1) 13 (11.5)

Positive for 2 genes, PDGFRA and KDR 6(53) 6(5.3) 7(6.2) 7 (6.2) 7(6.2)
2 (1.8) 1(0.9) 1(0.9) 1(0.9) 2 (1.8)

Positive for only PDGFRA
Criteria: C1: Cappuzzo et al., 2005; C2: Rodriguez et al., 2008; C3: Little et al., 2012; C4: Burford et al., 2013; C5:

Purkait et al., 2016.




Table 5. Univariate and multivariate analysis (Cox Regression) of molecular cytogenetic markers and survival.

Gene / Criteria N;l;nﬁl;izsf 1-year survival S-year survival HR (95% CI)* P value* HR (95% CI)** P value**
KIT/C1
No 99 25.3% 3.9% 1.00 - 1.00 -
Yes 14 7.1% 0 1.53 (0.86-2.72) 0.150 1.25 (0.65-2.40) 0.511
KIT/C3
No 97 25.8% 4% 1.00 - 1.00 -
Yes 16 6.3% 0 1.75 (1.01-3.04) 0.046 1.47 (0.79-2.74) 0.228
KIT/ C4
No 97 25.8% 4% 1.00 - 1.00 -
Yes 16 6.3% 0 1.75 (1.01-3.04) 0.046 1.47 (0.79-2.74) 0.228
RB1 both criteria
No 95 23.2% 3.2% 1.00 - 1.00 -
Yes 18 22.2% 5.6% 0.72 (0.43-1.21) 0.217 0.64 (0.33-1.21) 0.167

HR: Hazard Ratio; %: percentage; CI: Confidence Interval; *: adjusted by age; **: adjusted by age, increase ICP (intracranial pressure), frontal location,
number of involved regions, resection, complication. Criteria: C1: Cappuzzo et al., 2005; C3: Little et al., 2012; C4: Burford et al., 2013.

tumor side,
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Online Resource 1. Clinical data for all 113 patients.

Age at Clinical feature Tumor N° of involved Survival

Cases | Sex |diagnosis | groups location | Tumor side | regions in brain Prior CNS tumor Resection | Complications after surgery (day)
1 M 72 | BC T R 1 [ NA PA hematoma 24

2 F 63 |FD o L 2 |NA PA NA 346
3 M 55| FD, IICP, BC o L 2 |NA GTR NA 189
4 M 68 | FD, IICP 6] L 2 |NA GTR NA 689
5 M 42 | FD, IICP F L 1 |NA GTR NA 2670
6 F 64 | FD P R 1 |NA GTR NA 302
7 M 30| FD F R 1 |NA PA hematoma 105
8 F 28 | FD, DC, IICP F L 1 |NA GTR NA 861
9 M 23 | FD, IICP T R 1 |NA PA NA 646
10 F 28 | FD, IICP, BC, S F R 1 | astrocytoma II PA NA 306
11 F 78 | FD,BC, S 0 R 2 |NA PA NA 206
12 M 46 | IICP, BC F R 1 |NA PA NA 216
13 M 52 | TICP, BC T L 1 |NA PA NA 32

14 F 51 |ND O L 2 |[NA PA hemorrhage 3

15 F 75 | FD, IICP (6] R 2 |NA PA NA 175
16 F 52 |FD O R 2 |NA PA NA 289
17 F 61| FD, S F R 1 |NA PA NA 61

18 F 48 | FD, IICP F R 1 | NA PA NA 352
19 M 57 | TICP P L 1 |NA PA NA 524
20 F 51 |FD (6] L 2 |NA PA NA 231
21 M 68 | IICP, BC F L 1 |NA PA NA 206
22 M 69 | FD P R 1 |NA GTR NA 135
23 M 55|FD P L 1 | NA PA NA 118
24 F 57| FD, BC F R 1 | NA PA afasia and hemiplegia 141
25 M 52 | DC 0] R 3| NA GTR NA 297
26 F 27| DC, IICP, BC (6] R 2 [NA GTR NA 619
27 F 33 | FD, IICP (6] R 2 | astrocytoma II PA NA 164
28 F 71 | FD, IICP 6] R 2 |NA PA infection of the respiratory tract 145
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29 M 52 | FD 0 R 2 | NA PA NA 159
30 F 51 | 1ICP, BC (6] R 2 | astrocytoma II PA NA 179
31 M 64| FD, S P R 1 |NA PA NA 90
32 F 57 | FD, IICP, BC O L 2 |NA PA NA 83
33 F 70 | FD o L 2 |NA PA NA 355
34 F 41 | IICP O L 2 | astrocytoma III PA meningitis 330
35 F 42 | TICP, BC (6] R 2 |NA PA NA 62
36 F 64 | FD, DC, IICP, S F R 1 |NA PA NA 101
37 F 71 | FD, DC P L 1 | NA PA pneumonia 77
38 M 68 | DC o L 3| NA PA NA 92
39 M 18 | IICP, S F L 1 | NA PA NA 2008
40 F 64 | FD, IICP F L 1| NA PA muteness 233
41 F 55 | TICP, BC (6] L 2 |NA PA NA 280
42 F 46 | FD, IICP, BC P L 1 | NA PA NA 423
43 F 56 | FD F R 1 | NA PA NA 538
44 M 52 | FD, DC 0 R 2 |NA PA NA 260
45 M 48 | FD, IICP T R 1 | anaplastic ependymoma PA NA 137
46 M 65185 P R 1 | NA PA meningitis 123
47 M 59 | IICP P R 1 | anaplastic astrocytoma I11 PA NA 326
48 M 62 | BC T L 1 |NA PA NA 239
49 F 52 | FD, DC F R 1 |NA PA NA 33
50 M 63 | DC, IICP, BC T R 1 |NA PA NA 256
51 M 69 | FD T L 1 |NA PA NA 122
52 F 59| FD, S F L 1| NA PA NA 119
53 F 70 | FD, IICP F R 1 |NA GTR NA 228
54 M 61 | FD, DC, BC T L 1 |NA PA NA 739
55 F 59 | BC T R 1 |NA PA NA 294
56 M 65 | FD 6] L 2 |NA GTR NA 65
57 M 52 |FD T R 1 | NA PA NA 139
58 F 48 | FD T R 1 | NA PA NA 700
59 M 41 | FD, DC, BC T R 1 |NA PA NA 235
60 F 61 |FD 0] R 1 |NA GTR NA 31
61 M 63 |FD T R 1| NA PA NA 141
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62 F 64 | FD, DC F L 1 |NA PA NA 76
63 M 52 | FD 0 L 2 |NA PA NA 394
64 F 61 | FD, BC F R 1 |NA PA NA 51
65 M 44 | TICP F L 1 |NA PA NA 220
66 F 68 | BC O ND 1 |NA PA NA 51
67 F 42 | TICP F R 1 |NA PA NA 838
68 F 47 | 1ICP, S F L 1 | NA PA NA 398
69 M 41 | IICP T R 1 | astrocytoma II PA NA 59
70 F 59 | IICP P R 1 |NA GTR NA 139
71 F 64 | FD 0 L 2 |NA PA NA 263
72 M 77| FD, S T L 1 | NA GTR NA 85
73 M 52 |FD, S F R 1 |NA PA NA 525
74 M 47 | FD (6] L 2 |NA PA NA 351
75 M 74 | FD (6] R 2 |NA PA NA 184
76 F 56 | FD, IICP F B 1 |NA PA NA 116
77 M 78 | BC F B 1 | NA PA NA 39
78 M 65 | IICP, S 0 R 3| NA PA NA 72
79 F 58 | TICP, BC F R 1 |NA GTR NA 597
80 M 62 | FD, DC T R 1 |NA PA NA 81
81 F 54 | 1ICP, BC, S F R 1 |NA PA NA 174
82 M 65 | DC O L 2 |[NA PA NA 110
83 M 69 | FD, BC F R 1| NA PA NA 541
84 F 58 | FD, IICP, BC F R 1 |NA PA NA 851
85 M 64 | FD, IICP O R 3| NA GTR NA 296
86 F 76 | FD, IICP F L 1| NA GTR NA 129
87 F 65 | FD (0] L 2 [ NA PA hemorrhage 35
88 M 72 | FD, IICP, BC (6] R 1 |NA NI NA 147
89 F 71 |FD 0] R 2 |NA GTR NA 467
90 M 47 | IICP (6] R 2 | NA GTR visual loss 57
91 F 61 | IICP 0 R 2 | NA GTR NA 657
92 F 62 | FD 0 L 2 | NA GTR Shock and fever 4
93 F 62 | IICP (0] R 2 |NA PA NA 79
94 M 42 1S F L 1 |NA NI NA 1792
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95 M 55| 1ICP F R 1| NA GTR NA 1038
96 M 5318 P R 1 |NA GTR NA 1127
97 M 60 | IICP, S T L 1 |NA GTR NA 524
98 M 56 | IICP F R 1 | NA GTR NA 177
99 F 53 | 1ICP T R 1| NA GTR NA 28
100 M 65]|S F L 1| NA GTR NA 67
101 F 61 | FD T N 1 |NA GTR NA 554
102 M 69 | IICP T R 1 |NA PA NA 80
103 M 52 | 1ICP (6] R 2 |NA PA NA 33
104 M 55| 1ICP (6] R 2 |NA PA infection 103
105 M 44 | IICP (6] R 2 |NA PA NA 159
106 M 71 | FD F R 1 |NA GTR NA 25
107 F 83 | IICP F R 1| NA GTR infection 25
108 F 41 | IICP T L 1 |NA PA NA 313
109 M 58 | FD (6] R 2 |NA GTR NA 35
110 M 60 | IICP (6] L 2 | NA GTR NA 148
111 M 49 | TICP 0 R 2 |NA NI NA 592
112 M 54 | IICP T L 1 | NA GTR NA 145
113 M 73 | FD, IICP, S T L 1 |NA NI NA 14
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M: male; F: female; BC: behavioral change; FD: focal disturbance; IICP: increased intracranial pressure; S: seizure; DC: decreased consciousness; F: frontal; T: temporal;
P: parietal; O: other; R: right; L: left; B: bilateral; N°: number; CNS: Central Nervous System; GTR: gross total resection: PA: partial; ND not described; NA: not

applicable



Online Resource 2. Molecular cytogenetic data for all 113 patients.
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Fusion:

>15% of tumor cells showing single 3’ or single 5’gene signal, or a separation of 5" and 3’ gene signals greater than one signal diameter
Amplification:

C1: presence of tight gene clusters and a ratio of gene:control >2, or >15 copies of gene in >10% of tumor cells;
C2: ratio of gene:control >2;

C3: at least one cell with >10 gene copies, or with 5 to 9 gene copies with a gene:control ratio >2;

C4: at least one cell with >10 gene copies and the ratio gene:control of >5;

C5: >10% of tumor cells showing gene:CEP 4 ratio >2 or innumerable tight clusters of signals of the locus probe.
Deletion:

C1: ratio gene:control RB1:13q34 lower than 0.8;

C2: only one gene signal in >50% of tumor nuclei.
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4. Consideracdes finais

O presente trabalho é derivado do projeto maior intitulado “Estudo
citogenético, molecular e imunohistoquimico de neoplasias soélidas e sua
aplicacdo na identificagdo de marcadores com influéncia sobre a resposta
terapéutica e o progndstico”, aprovado pelos Comité de Etica em Pesquisa da
UFCSPA (Parecer N° 881/09 de 18/06/2009) e do Grupo Hospitalar Conceicao
(GHC) (Parecer N° 11-254 de 30/05/2012).

Os Servigos de Neurocirurgia do Hospital Beneficéncia Portuguesa e
do Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC) sao centros de referéncia no tratamento
de pacientes com tumor cerebral e outras patologias reacionadas. A parceria
com os pesquisadores pertencentes ao Grupo de Pesquisa de Citogenética da
UFCSPA e o0s médicos dos servicos referidos teve inicio em 2012. Desde entédo
diferentes trabalhos vém sendo desenvolvidos, possibilitando um maior
engajamento entre as diferentes areas de atuacao e de todos os profissionais
envolvidos.

A busca por uma melhor compreensao sobre as alteracdes genéticas
e 0s mecanismos do desenvolvimento dos glioblastomas pode ser um ponto
chave para o aprimoramento dos tratamentos para essa patologia. Por se tratar
de uma doenca de progndstico pobre e sobrevida curta, faz com que muitas
vezes seja dificil o desenvolvimento de estudos com esses pacientes. Sendo
assim, novos estudos sao necessarios para que consigamos conhecer melhor
aguilo que iremos tratar, pois dessa maneira poderemos contribuir para um

melhor manejo dos pacientes acometidos por esse tumor.



101

5. Anexos

5.1 Material e Métodos

5.1.1 A amostra

A amostra foi constituida, por 113 pacientes consecutivos
diagnosticados com glioblastoma, atendidos e submetidos a intervencéo
cirargica pelos Servigos de Neurocirurgia do Hospital Beneficéncia Portuguesa
de Porto Alegre e do Grupo Hospitalar Coinceicédo (GHC) no periodo de janeiro
de 2009 a maio de 2015 (6 anos e 4 meses). Foram incluidos na amostra todos

0s pacientes que obtiveram diagnéstico de glioblastoma apds a analise

anatomopatologica dos tecidos tumorais excisados.

5.1.2 Protocolo clinico

Para cada paciente foi preenchido um protocolo clinico de pesquisa
onde constam dados referentes a identificacdo, a histéria clinica e familiar, ao

tratamento cirargico e ao acompanhamento pds-operatério dos pacientes.

5.1.3 Procedimentos laboratoriais

Amostras provenientes do Hospital Beneficéncia Portuguesa foram
acondicionadas em frascos contendo formol 10% tamponado e encaminhados
ao Laboratério de Pesquisa em Patologia da UFCSPA onde foram emblocados
em parafina. As amostras vindas do GHC ja estavam previamente emblocadas

em parafina, dessa maneira foi necessario fazer a busca no banco de
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armazenamento dessas amostras de todos os diagnésticos de GBM realizados
no periodo acima citado. O limite do periodo de inclusdo dessas amostras se
deu pelo fato de que foi no ano de 2009 que este hospital passou a utilizar o
formol 10% tamponado. Este é o formol adequado para armazenamento de
tecidos em blocos de parafina para posterior realizagéo de hibridizagao in situ.
Para cada bloco de parafina foram realizados cortes de 4um de
espessura. Uma destas laminas foi corada pela técnica de hematoxilina e
eosina (HE) com o objetivo de ser analisada pelo médico patologista para a
confirmacgédo do diagnéstico, baseado na classificacdo da Organizacdo Mundial
da Saude de 2007. Essa segunda andlise, feita por uma médica patologista
gue fez parte do grupo de pesquisadores, era para a confirmacao e para que
fosse demarcada a melhor &rea tumoral a ser analisada pela técnica de FISH:

area sem necrose tumoral e sem artefatos da técnica.

5.1.4 Analise pela técnica de FISH

Todos os procedimentos laboratoriais de andlise pela técnica de FISH
foram desenvolvidos no laboratério de Citogenética no Department of Medicine,
Division of Medical Oncology, University of Colorado, Aurora, CO, EUA, em

colaboracédo com Dra Marileila Varella-Garcia.

5.1.4.1 Sondas de DNA utilizadas na técnica de FISH
Uma sonda break-apart foi utilizada para visualizacdo de rearranjos
enolvendo o gene NTRK1. As sondas utilizadas foram: Vysis LSI NTRK1 (Cen)

SpectrumGreen (Cat # 08N43-030) (verde) e Vysis LSI NTRK1 (Tel)
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SpectrumRed (Cat # 08N43-020) (vermelho) (Abbott Laboratories, Abbott Park,

IL) (Figura 1).

Cromossomo 1

& NTRK1(~21kb)

| 3
I
Sonda (Cen) (~440kb) Sonda (Tel) (~332kb)

100kb

Figura 1. Representacdo do sitio de hibridizacdo das sondas no cromossomo
1, tamanho do gene NTRK1 e das sondas utilizadas.

Para os rearranjos envolvendo o gene ROS1 uma sonda break-apart foi
utilizada: ROS1-GOPC(FIG) Distal (6g22.1, vermelho) e ROS1-GOPC(FIG)
Proximal (6922.1, verde) (Cytocell Ltd, Technopark Newmarket Road,
Cambridge, UK, Cat# LPS 511-A and # LPS 510-A, respectivamente) (Figura

2).
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Cromossomo 6

ROS1(~137kb) GOPC (~42kb)

gy ’—| l:l ¥
| I
Sonda (proximal) Sonda (distal)
(~498kb) (~206kb)

100kb

Figura 2. Representacao do sitio de hibridizacdo das sondas no cromossomo

6, tamanho dos genes ROS1 e GOPC e das sondas utilizadas.

Para andlise de amplificacao, foram utilizadas as sondas: Vysis LSI KIT
SpectrumRed (vermelho) e Vysis CEP 4 SpectrumAqua (azul) (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, Cat # 05J15-011 e # 06J54-014,
respectivamente). As sondas para PDGFRA e KDR foram preparadas in house
e desenvolvidas a partir de cromossomos artificiais bacterianos (BACs) para
PDGFRA (RP11-58C6 BAC clone) marcada em verde (SpectrumGreen) e para
KDR (RP11-21A18 BAC clone) marcada em amarelo (SpectrumGold) (Figura

3).
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Cromossomo 4

CEP4 5 PDGFRA (~69kb) KIT (~83kb) KDR(~21kb)
// - —
o // — E——
Cent ~4Mb Sonda (~162kb) Sonda (~406kb) Sonda (~148kb)

100kb

Figura 3. Representacao do sitio de hibridizagdo das sondas no cromossomo
4, tamanho dos genes PDGFRA, KIT e KDR e das sondas utilizadas.

Para a analise da delecédo do gene RB1 foram utilizadas as sondas Vysis
LSl 13 RB1 (13g14) SpectrumOrange (laranja) e uma sonda controle Vysis LSI
13934 SpectrumGreen (verde) (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, Cat #

05J15-011 e # 05J80-011, respectivamente) (Figura 4).
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Cromossomo 13

1

5 3
RB1(~178kb) 13934 (~4Mb)
|
I I
Sonda (~220kb) Sonda (~612kb)

100kb

Figura 4. Representacao do sitio de hibridizacdo das sondas no cromossomo

13, tamanho do gene RB1 e das sondas utilizadas.

5.1.4.2 Confeccdo das sondas in house para a técnica de FISH

Os métodos para desenvolvimento de sondas PDGFRA e KDR in house

séo descritos resumidamente a seguir:

A) Isolamento de col6nias Unicas
1) Escolha dos vetores comerciais de cromossomos artificiais bacterianos
(BACs) utilizando os bancos de dados do Ensembl e UCSC

(http://www.ensembl.orq, http://genome.ucsc.edu). Foram levados em

consideracao o tamanho e posicdo de cada sequéncia. Para o gene PDGFRA
escolheu-se o BAC RP11-58C6 (~162kb) e para o gene KDR o BAC RP11-
21A18 (~148kb).

2) Para iniciar todo o processo, foi necessario a aplicacdo do antibiético

indicado pelo fornecedor de cada BAC em agar LB (75-100uL de Cloranfenicol


http://www.ensembl.org/
http://genome.ucsc.edu/
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34mg/mL) e isolamento de colbnias Unicas, as quais foram obtidas através do
plaqueamento da cultura inicial.

3) Apos cultivo overnight, pelo menos 10 coldnias unicas foram selecionadas
utilizando a ponta de uma ponteira e aplicadas em uma nova placa de agar LB,
de modo que pudessem crescer isoladamente uma das outras. Realizou-se a
correta identificagéo de cada uma das colbnias.

4) Apos o periodo overnight, cada coldnia foi selecionada e incubada em caldo
LB previamente preparado, esterelizado e acrescido de Cloranfenicol em uma
concentracao final de 12,5ug/mL e levados a incubacdo a 37°C sob agitacéo

por periodo overnight.

B) Checagem da sequéncia de interesse por PCR

1) Parte das mesmas culturas foram utilizadas para checagem da presenca da
sequéncia de interesse através da técnica de PCR.

2) Adquiriu-se os primers para cada uma das sequéncias que estavam sendo
desenvolvidas. Para o PDGFRA as sequéncias utilizadas foram: forward: 5’
AAG AGA GAG GAC GAG ACC ATT 3’ e reverse: 5 CCA AAC TTC ACA CAC
CAC TGA 3. Para o gene KDR foram utilizados os seguintes primers de
checagem: forward: 5 TGA GAC TTG AGC AAT CAC TAG GCT 3’ e reverse:
5 TAA CCA AGG TAC TTC GCA GGG ATT 3.

3) A técnica de PCR consistiu da utilizacdo do protocolo do kit GoTag® Green
Master Mix (Promega, WI, US), com a adicdo da solucdo GoTaqg® Green
Master Mix, 0s primers, agua e as colénias a serem testadas. Foram utilizados
35 ciclos e a temperatura de anelamento foi baseada na temperatura 6tima dos

primers em uso.
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4) Logo apos, cada uma das amostras foi avaliada utilizando-se gel de agarose
1,5% identificando o correto tamanho das sequéncias em estudo, comparando-
as com um marcador de 100pb. As trés amostras de cada gene com melhor
banda foram escolhidas para os processos seguintes, além de uma aliquota de

cada ser armazenada em glicerol 50% a -80°C para estudos futuros.

C) Extracao e purificagcdo do DNA

A extracdo do DNA ap0s o cultivo bacteriano se deu pelo kit QlAamp®
DNA mini-kit, seguindo o protocolo indicado pelo fornecedor, em pelo menos
trés culturas checadas e aprovadas. O protocolo consistiu basicamente em:
1) Centrifugou-se cada uma das culturas e retirou-se o sobrenadante (meio de
cultura);
2) O pellet foi ressuspendido em 300pL de 1xPBS;
3) Adicionado 30pL da solucdo Qiagen Proteinase K;
4) Adicionado a solucdo 300uL do tampédo AL e misturado em vortex por 15
segundos;
5) Incubou-se em banho-maria a 56°C por no minimo 1 hora para completa lise
celular;
6) Foi adicionado 300uL de etanol 100% gelado misturado e centrifugado
rapidamente para que o material fosse retirado das paredes do microtubo;
7) A mistura foi adicionada a uma coluna QIAamp spin Column e centrifugado
por 1 minuto a 8.000rpm e o filtrado foi descartado;
8) Nessa mesma coluna foram feitas lavagens com 500uL de dois diferentes
tampdes (AW1 e AW2) por 1 minuto a 8.000rpm, sendo que o filtrado foi

descartado;
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9) Para eluicdo do DNA da coluna, foi utilizado 150uL da solugcéo AE. A coluna
foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e logo apos centrifugada
por 1 minuto a 8.000rpm, sendo que o filtrado foi armazenado. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes para que todo o DNA fosse retirado
da coluna de extracéo;

10) A essa solucéo foi adicionado 0,1x o volume total de acetato de sédio 3M e
2-2,5x de etanol 100% gelado;

11) Essa solugcdo foi levada a freezer a -85°C por 1 hora e logo apos
centrifugada a 11.000rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C;

12) O sobrenadante foi retirado e adicionado 200uL de etanol 70% gelado para
lavar o pellet. O sobrenadante foi retirado e o pellet ficou em temperatura
ambiente até a secagem (no minimo 15 minutos);

13) O pellet foi dissolvido em 20uL de agua estéril em banho-maria a 37°C por
20 minutos;

14) A verificagdo da concentragdo de DNA da solugéo foi realizada utilizando

gel de agarose 1% e um marcador de alto peso molecular para comparar.

D) Amplificagcdo do DNA

Apds a checagem da concetracdo de DNA extraido, a amplificacdo foi
realizada utilizando 100ng de DNA com o kit REPLI-g Midi Kit da Qiagen,
seguindo o protocolo do fornecedor que consistiu basicamente em:
1) Foi pipetado o volume correspondente a 100ng (diluiu-se o DNA para que o
volume fosse 2,5uL) de DNA em um microtubo, adicionando 2,5uL do tampéo
D1 e incubando a temperatura ambiente por 3 minutos;

2) Adicionou-se 5uL do tampé&o N1 e misturou-se em vortex;
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3) Foi adicionado 40uL do master mix previamente preparado (tampao REPLI-g
Midi Reaction, agua livre de nuclease e DNA polimerase REPLI-g Midi)
seguindo as orienta¢des do fornecedor;

4) Os tubos foram colocados em um termociclador utilizando um programa de
aproximadamente 16 horas a 30°C e logo apds a 65°C por 3 minutos para a
inativacao da polimerase;

5) Foi realizada a checagem da concentragéo do produto do REPLI-g diluindo a
solucgéo final em 1:10;

6) Foi utilizado gel de agarose 1% e as bandas do produto foram comparadas

com um marcador de alto peso molecular.

E) Marcacgéo direta do DNA
Para a marcacéo direta do DNA foi utilizado o kit Vysis Nick Translation.
Para a sonda do PDGFRA foi utilizado o dUTP SpectrumGreen e para o KDR o
SpectrumGold. O procedimento consistiu basicamente em:
1) Foi utilizado 1pg de DNA do REPLI-g junto com os reagentes do kit (tampéao,
0,2mM de dUTP, 0,2mM de dTTP, dNTP mix, enzima do Nick Translation e
agua estéril);
2) Depois de todos misturados, a solugdo foi levada ao termociclador e
incubado a 15°C por 14 horas para o KDR e 16 horas para o PDGFRA. A
enzima foi inativada a 70°C por 10 minutos.
3) Depois disso o material foi armazenado a -20°C para posterior precipitacéo.
Para que haja o correto tamanho dos fragmentos da sonda de FISH, o
tempo ou a quantidade de enzima pode ser alterada. Para uma boa marcacgao,

€ sugerido que os fragmentos figuem com tamanho de 200-300pb. Sendo
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assim, para que conseguissemos chegar aos tempos de 14 e 16 horas para
cada clone, nos realizamos uma curva de leitura com diferentes tempos para
cada um dos genes, variando de 12 a 18 horas. Para a realizacao dessa leitura
foi utilizado gel em agarose 1,5% e utilizado um marcador de 100pb para a
visualizagdo da “sombra” dos fragmentos do DNA no gel. Dessa maneira,
observou-se que em 14 horas para o KDR e em 16 horas para o PDGFRA
foram os melhores tempos para se obter os fragmentos ao redor da marcacéo

de 200-300pb.

F) Precipitacdo do DNA

A precipitacdo do DNA (50uL de solucdo ap6s a marcacdo com
fluorescéncia) se deu da seguinte maneira, sempre protegida da luz, uma vez
gue o material fluorescente pode degradar na presenca de luz:
1) Foi misturado 50uL do DNA marcado, 10uL da solucdo de Cot-1 DNA
(1pg/pL), 5uL da solucdo de esperma de salméo (10ug/uL), 7uL de acetato de
sédio 3M e 180uL de etanol 100% gelado. Todos os reagentes foram
misturados e incubados a -85°C por 1 hora;
2) A solucéo foi centrifugada a 11.000rpm por 30 minutos a 4°C e retirado o
sobrenadante;
3) Foram realizadas 2 lavagens do pellet com etanol 70% nas mesmas
condi¢cBes de centrifugacdes citadas anteriormente;
4) Ao final, o sobrenadante foi retirado e o pellet foi deixado em temperatura
ambiente para que pudesse secar completamente;
5) Depois de seco, foi ressuspendido em 10uL de t-DenHyb hybridization buffer

e incubado a 37°C por no minimo 15 minutos para dissolver completamente;
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6) A solucdo foi mantida a -20°C até utilizagé@o para hibridizagéo.

G) Teste em células em suspensédo e metafase para checagem da sonda
Logo apos a confeccdo da sonda, a mesma precisa ser testada em
células padrao para verificacdo da posicédo e da qualidade da mesma. Foram
utilizadas as linhagens normais AG09391 (feminino) e GM09948 (masculino)
para a verificacdo das sondas do PDGFRA e KDR. A técnica de FISH para
suspensao celular foi realizada da seguinte maneira, resumidamente:
1) As laminas preparadas foram incubadas em 2xSSC a 37°C por 30 minutos,
depois disso foram desidratadas em solu¢gdes de concentracdes crescentes de
etanol (70%, 85% e 100%, respectivamente), por 2 minutos em cada e
deixadas secar em temperatura ambiente;
2) Foram incubadas em &cido acético 70% por 1 minuto, lavadas 3 vezes em
solugédo 1xPBS e desidratadas em solucdes de concentracdes crescentes de
etanol (70%, 85% e 100%, respectivamente), por 2 minutos em cada e
deixadas secar em temperatura ambiente;
3) Logo apés foram incubadas em solugdo 0,008% pepsina/0,01M de é&cido
cloridrico a 37°C por 7 minutos;
4) Depois, foram lavadas em 1xPBS por 5 minutos sob agitacéo e incubadas
em 1% formaldeido por 7 minutos em temperatura ambiente;
5) As laminas foram lavadas em 1xPBS por 5 minutos sob agitacdo e
desidratadas em solugcdes de concentracdes crescentes de etanol (70%, 85% e
100%, respectivamente), por 2 minutos em cada e deixadas secar em

temperatura ambiente;
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6) Logo apos secagem, foi aplicada 3,5uL do mix de sonda na propor¢édo de
1:2,9:2,9:3,2 (CEP4:PDGFRA:KDR: t-DenHyb hybridization buffer);

7) A regido foi coberta com laminula de 113mm?, selada com cimento borracha,
incubada a 85°C por 10 minutos e logo apds em uma camara umida a 37°C por
aproximadamente 40 horas;

8) Apos esse tempo, o cimento borracha e a laminula foram removidos e a
lamina foi lavada em 2xSSC/0,3% IGEPAL (pH 7-7,5) a 72°C por 2 minutos e
agitando manualmente duas vezes;

9) Logo apos as laminas foram lavadas em 2xSSC por 2 minutos sob agitacao,
desidratadas em solugfes de concentracdes crescentes de etanol (70%, 85% e
100%, respectivamente), por 2 minutos em cada e deixadas secar em
temperatura ambiente;

10) Apos a secagem, foram aplicados 14ul do do contra-corante DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol) (0,3 pg/ml em Vectashield Mounting Medium, Vector
Laboratories) a lamina, cobrindo-a com laminula de 22 x 50 mm;

11) A lamina foi colocada em suporte apropriado, protegida da luz e
armazenada na geladeira a 4°C para posterior analise ao microscépio;

12) A andlise foi realizada com a contagem de pelo menos 100 nucleos
interfasicos e 20 metafases. Durante a andlise foram observados os seguintes
aspectos: qualidade do sinal, posicdo correta da sonda (observagdo do
Cromossomo e posicdo em que a marcagao se encontrava) e a presenca ou
nao de sinal de fundo que pudesse prejudicar a analise.

Apbs aprovacao, a sonda pdde ser utilizada nas amostras de GBM.
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5.1.4.3 Preparacdo das laminas para a técnica de FISH das amostras em
bloco de parafina

1) A lamina selecionada foi incubada na estufa a temperatura a 56°C durante
um periodo overnight. O objetivo desta etapa foi aumentar a aderéncia do
tecido a lamina e amolecer a parafina,

2) Logo a seguir, a lamina foi imersa em CitriSolv™ Hybrid Solvent and
Clearing Agent (Fisherbrand™), trés vezes sob agitacdo, por 30 minutos cada.
Ao término, a lamina secou a temperatura ambiente;

3) Na etapa seguinte, a lamina foi lavada duas vezes em alcool a 100% por 1
minutos cada, realizando agitacdo durante o processo, deixando-se secar a
temperatura ambiente;

4) A éarea a ser hibridizada foi selecionada tendo, como base, a lamina corada
pela técnica de HE. Uma regido de 12mm de diametro foi marcada no dorso da
lamina com o uso de uma caneta diamante. Além disso, uma representacao
ilustrativa de cada lamina e da posi¢cao do tecido foi realizada na ficha de
acompanhamento do processo;

5) Depois de seca, a lamina foi hidratada em &agua Mili-Q a temperatura
ambiente por 3 minutos.

6) A lamia foi pré-tratada em uma solucdo de HCI 0,2M por 20 minutos e logo
apos em uma solucao 8% de tiocianato de sodio a 80°C por 30 minutos.

7) A lamina foi lavada em 2XSSC (pH 7,0) por 3 minutos em temperatura
ambiente.

8) A seguir, procedeu-se a digestdo com uma solucdo de pepsina 0,025%
diluida em HCI 0,01M a 37°C com um tempo variando de 35 a 65 minutos,

dependendo da coloracéo e aspecto da amostra na lamina HE.
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9) A lamina foi, entdo, lavada em agua Mili-Q por 1 minuto a temperatura
ambiente e em 2XSSC (pH 7,0), também em temperatura ambiente, por 5
minutos, em agitacao.

10) Ao final, a lamina foi desidratada, através de sucessivas passagens, em
concentragcbes crescentes de etanol (70%, 85% e 100%, respectivamente),

durante 2 minutos cada, secando apds em temperatura ambiente.

5.1.4.4 Hibridizacao através da técnica de codesnaturacao

1) A sonda de DNA foi retirada do freezer e submetida a temperatura ambiente
por cerca de 5 minutos; o mesmo processo foi realizado com a solugéo
tDenHyb-2 (Denaturation and Hybridization, Insitus Biotechnologies);

2) Ambos os tubos (sonda e tDenHyb-2) foram agitados no vortex e
posteriormente centrifugados rapidamente (3 segundos) para que a solucéo
ficasse ao fundo do frasco;

3) Pra cada sonda foi realizada a preparacdo com as diferentes proporc¢des da
sonda e de solucdo tDenHyb-2, sendo que o ultimo valor foi sempre o da
solucéo tDenHyb-2:

a) Vysis LSI NTRK1 (Cen) e Vysis LSI NTRK1 (1:1:13 v/v);

b) ROS1-GOPC (FIG) Distal e ROS1-GOPC (FIG) Proximal (1,5:1,5:1 v/v);

c) sonda in house PDGFRA, sonda in house KDR, Vysis LSI KIT e Vysis CEP 4
(5:5:1:0,65:2,5 v/v);

d) Vysis LSI 13 RB1 (13g14) e Vysis LSI 13934 (1:1:14 v/v);

4) 4 pl da solucdo (sondas DNA/tDenHyb-2) foram aplicados a regido alvo

marcada na lamina. A regido foi, imediatamente, coberta com uma laminula de
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13mm?, evitando a permanéncia de bolhas de ar entre a superficie da laminula
e da lamina;

5) A seguir, a laminula foi selada com cimento borracha e esperou-se cerca de
10 minutos para que a cola secasse. A lamina, entdo foi incubada em forno
seco, a temperatura de 85°C, por 15 minutos;

6) ApoOs este periodo, a lamina foi colocada em uma camara Umida, protegida
da luz, a 37°C, por um periodo de 16 a 48 horas, para permitir a hibridizacao in
situ. O periodo maximo de 48 horas foi utilizado para o preparo das laminas

gue continham as sondas preparadas in house.

5.1.4.5 P6s-hibridizacao

1) Apds a hibridizacao, e sempre em ambiente protegido da luz, a laminula e o
cimento de borracha foram removidos com 0 uso de uma pinga;

2) A lamina foi lavada em solucdo 0,6XSSC/0,3% IGEPAL (pH 7-7,5) a 74°C,
por 3 minutos, agitando manualmente 3 vezes durante processo;

3) A seguir, a lamina foi lavada em 2XSSC, a temperatura ambiente, agitando
por 2 minutos;

4) Na proxima etapa, a lamina foi desidratada, através de sucessivas
passagens, em concentracdes crescentes de etanol (70%, 85% e 100%,
respectivamente), durante 2 minutos cada, secando a temperatura ambiente,
posteriormente.

5) Apés a secagem, foram aplicados 14ul do do contra-corante DAPI (4’,6-
diamidino-2-fenilindol) (0,3 pg/ml em Vectashield Mounting Medium, Vector

Laboratories) a lamina, cobrindo-a com laminula de 22 x 50 mm,;
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6) A lamina foi colocada em suporte apropriado, protegida da luz e armazenada

na geladeira a 4°C para posterior analise ao microscopio.

5.1.4.6 Analise ao microscépio

A andlise foi realizada em microscopio com fluorescéncia (Zeiss
Axiolmager), utilizando-se das objetivas de alta magnificacdo (10x, 20x, 40x e
100x) e de filtros especificos, como o DAPI (azul), o Texas Red (vermelho), o
FITC (verde), Gold (amarelo) e Aqua (azul). Pelo menos 5 imagens de cada
caso foram capturadas utilizando o software CytoVision, Leica Micro-systems
(Genetix USA, Boston, MA). Todas as amostras evidenciaram hibridizac&o
eficiente (mais de 90% dos ndcleos com sinais). Pelo menos 50 nucleos foram
analisados em cada lamina, sendo que os nucleos foram provenientes de no
minimo quatro regides diferentes da area hibridizada. Para a analise de cada
nacleo foram levadas em consideracdo a integridade da membrana e da
cromatina intranuclear e a auséncia de sobreposicdo das células.

Para a contagem dos sinais, diferentes critérios foram utilizados de
acordo com o tipo de sonda utilizada. Para as sondas de enumeracdo 0s
critérios foram os seguintes (Figura 5):

1. Contagem de 1 sinal:

a. Dois sinais estéo fisicamente conectados (estdo tocando ou ligados por um
filamento);

b. Dois sinais estdo separados por uma distancia menor que o diametro do
maior sinal;

c. Um cluster de até 3 sinais.

2. Contagem de 2 sinais:
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a. Dois sinais estdo fisicamente perto, mas separados por pelo menos o
diametro do maior sinal;
b. Identificado as células contendo doublets, triplets ou pequenos clusters (4 ou

mais sinais proximos).

doublet ) cluster
l . .inpfet .
1 sinal vermelho 2 sinais vermelhos 2 sinais vermelhos 7 sinais vermelhos
2 sinais verdes 2 sinais verdes 5 sinais verdes 3 sinais verdes

Figura 5. Representacao da contagem de sinais para sondas de enumeracéao.

Para as sondas break-apart os critérios foram os seguintes (Figura 6):
1. Contagem de 1 sinal:
a. Dois sinais estéo fisicamente conectados (estdo tocando ou ligados por um
filamento);
b. Dois sinais estdo separados por uma distancia menor que o diametro do
maior sinal;
c. Um cluster de até 3 sinais.
2. Contagem de 2 sinais:
a. Dois sinais estéo fisicamente perto, mas separados por pelo menos 2 simais
de didmetro;
b. Identificado as células contendo doublets, triplets ou pequenos clusters (4 ou

mais sinais proximos).
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doublet triplet

2 fusoes 1 fusao, 1 sinal 1 fuséo, 1 2 fusdes
verde sinal vermelho (1 fusdo em doublet e
e 1 sinal verde 1 fusd@o em triplet)

Figura 6. Representacao da contagem de sinais para sondas break-apart.

5.2 Aspectos éticos

O presente trabalho € derivado do projeto maior intitulado “Estudo
citogenético, molecular e imunohistoquimico de neoplasias soélidas e sua
aplicacdo na identificagcdo de marcadores com influéncia sobre a resposta
terapéutica e o progndstico”, aprovado pelos Comité de Etica em Pesquisa da
UFCSPA (Parecer N° 881/09 de 18/06/2009) e do Grupo Hospitalar Conceicao
(GHC) (Parecer N° 11-254 de 30/05/2012).

Cada um dos pacientes participantes do projeto foi informado sobre a
realizacdo do mesmo e teve a concordancia registrada através da assinatura
de um consentimento informado. Para aqueles casos provenientes do GHC em
gue nao conseguimos contato com os pacientes ou familiares, obtivemos a
liberacdo do uso do consentimento informado. As informacdes que poderiam

identificar os pacientes foram mantidas em sigilo e nédo seréao publicadas.
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5.2.1 Parecer do Comité de Etica da UFCSPA

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Estudo citogenético, molecular e imunohistoquimico de neoplasias sélidas
e sua aplicagdo na identificagdo de marcadores com influéncia sobre a resposta terapéutica e
o prognoéstico.

| Pesquisador Responsavel Giorgio Adriano Paskulin Parecer 881/09
| Data da Verséo 10/06/2009 | | Cadastro 485/09 | | Data do Parecer 18/06/2009 |
| Grupo e Area Tematica |.1 Genética Humana |

Objetivos do Projeto

Geral: Instituir protocolos de cultive de tumores sélidos para analise citogenética classica e
molecular no Laboratério de Citogenética da UFCSPA, através do estudo de uma amostra de
tumores renais, no intuito de disponibilizar futuramente essas técnicas aos pacientes
atendidos pelo SUS portadores de outras

Especificos:

1) Estabelecer técnicas de cultivo de tumores sélidos.

2) Estabelecer técnicas de citogenética classica de tumores sélidos para analise por bandas.
3) Estabelecer a técnica de FISH em suspensio de células obtidas em culturas.

4) Estabelecer a técnicas de FISH em material em blocos de parafina

5) Montar um banco de dados de DNA para analises moleculares futuras

6) Treinar alunos nas técnicas de cultivo de tumores solidos, citogenética classica e de FISH.
7) Desenvolver projetos de pesquisa ligados as técnicas de citogenética classica, FISH e
imunohistoquimica

8) Realizar publicagdes cientificas utilizando os dados obtidos nos diferentes trabalhos
originarios do presente projeto de pesquisa

Sumadrio do Projeto

O projeto visa a instituir protocolos de cultivo de tumores sélidos e de técnicas de
hibridizagao in situ fluorescente (FISH) em amostras de tumores sélidos no Laboratério de
Citogenética da UFCSPA. Trata-se de um "projeto guarda-chuva" que pretende integrar
diferentes pesquisadores e seus grupos de pesquisa. Em especifico, o projeto pretende
estabelecer técnicas de cultivo celular, FISH em suspensao de células e em blocos de
parafinas e formar um banco de DNA de tumores solidos, iniciando com a analise de uma
amostra de 100 tumores renais.

Itens Metodoldgicos e Eticos Situagao
Titulo Adequado
Autores Adequados
Local de Origem na Instituigao Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao informado
Aprovagao no pais de origem Nao necessita
Local de Realizagao Propria instituigao
Outras instituigoes envolvidas Nao
Condigdes para realizagao Adequadas

Comentarios sobre os itens de Identificagdo
Projeto realizado no laboratdrio de citologia da UFCSPA

[Introdugio | Adequada |
Comentarios sobre a Introdugédo

[ Objetives | Adequados |
Comentarios sobre os Objetivos

Pacientes e Métodos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total 100 Local

Pagina 1-2
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Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selegdo eqilitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusdo Adequados
Relagdo risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Adequado
Periodo de suspensdo de uso de drogas (wash out) | Adequado
Monitoramento da seguranga e dados Adequado
Avaliagdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Outro tipo (materiais biolégicos
Adequagao as Normas e Diretrizes Sim
Comentarios sobre os itens de Pacientes e Métodos
Cronograma Adequado
Data de inicio prevista 07/2009
Data de término prevista 0&/2014
Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Nio

Comentarios sobre o Cronograma e o Orgamento

| Referéncias Bibliograficas | Adequadas

Comentarios sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendagao
Aprovar

Comentarios Gerais sobre o Projeto
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5.2.2 Parecer do Comité de Etica do GHC

HOSMTAL N §, DA CONCERAD SA.  WOBPITAL DA CRIANGA CONCEICAD  HOSPITAL CRISTO REDENTOR S A WOBPIIAL FEMINA B4
i et My P

CRPYOLT
Vinculatos oo Minisléne da Sadde - Daoroto n® 09, 244/80

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceicdo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Eticaem Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 30 maio de 2012, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:

Projeto: 11-254 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

MARCELO EDUARDO ZANELLA CAPRA
MARILU FIEGENBAUM

PAULO RICARDO GAZZOLA ZEN
RAFAEL FABIANO MACHADO ROSA
VALENTINA OLIVEIRA PROVENZI
CARLA GRAZIADIO

GIORGIO ADRIANO PASKULIN

Titulo: Estudo citogenético, molecular e imunohistoquimico de neoplasias sélidas e sua aplicagdo
na identificacdo de marcadores com influéncia sobre a resposta terapéutica e o progndstico.

Documentacdo: Aprovados
Aspectos Metodolbgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salude, obteve o parecer de
APROVADO.,

Consideragoes Finais:

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao CEP/GHC.,
- Os relatorios parciais e final deverdo ser encaminhados para este CEP.

- Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta data.

- Entregue copia deste documento ao Setor/Servigo onde seré realizada a pesquisa.

Coordenadc-r-geral do CEP;’GHC
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5.2.3 Termo de consentimento informado

9.2. Termo de Consentimento Informado

O cancer € considerado uma doenga genética refativamente comum e grave. Este leva usualmente a um sofrimento

pessoal e familiar intenso, aém dos altos custos envolvidos com © seu diagnéstico e tratamento. Desta forma, o cancer

P ta um verdadeiro problema de saude piblica. Hoge se sabe qua a identificagdo de alteragbes genéticas em tumores

tem importancia nde somente no diagnéstico. mas também na evolugdo do paciente & na compreensdo da forma de surgimento
e crescimento do tumor,

Assim, este trabalho tem como objetivo verificar os achados genéticos (altera¢io nos cromossomos ou nNos exames de
DNA) de tumores de pacientes atendidos no Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA).

Apés a realizagio do consentimento informado, vocé ou seu filho sera submetdo a uma avaliagao, com coleta de
dados clinicos (como idade de inicio dos sintomas e do diagnostico) e resultados de exames e avaliagtes realzados.

Vocé também serd perguntado a consentir sobre a coleta de parte do tumor retirado no momento da cirurgia, que sera
ulilizada para a analise dos cromossomes e exiragBo de DNA para o estude de genes asscciados ao desenvolvimento do
cancer. Oe resultades da anakse genética do tumor, bem come os dados clinicos serdo confidenciais e utilizados
exclusivamente para o estudo do clncer. A suspensdo de células & o DNA extraido do tumor ficardo armazenados na
Instituicdo, sob a responsabilidade dos pesquisadores, com a possibilidade de ser utilizado em estudos futuros relacionados
exclusivamante ao cancer. Nenhum outro teste cu pesquisa sera fetto sem a sua permiss3o por escrito, sendo gue também nao
havera nenhum custo para a realizagdo destes exames. Em situagdes ccasionais, onde o estudo dos cromossomos néo puder
se’ realizado dirstamente através da porgdo do tumor retirada no momento da cirurgia ou que necessite de estudo adicional do
tecido do tumor (analise ir histoquimica), haverd possibilidade dos pesquisadores obterem pade do restante do material
armazenado no hospital.

Existe a possibilidade de que a participagdo neste estudo possa fazer vocé, ou o seu filho se sentiem
emccionaimente desconfortdvess. A particpagio de vocés & inteiramente voluntaria. Vocd tem o direlto de ndo fazer parte, ou
mesmo de pedir desisténcia na participagso desta pesquisa sem que ISso represente qualquer forma de prejuizo para o seu
aterdimento ou do seu filho dentro da Instituigiio onde o projeto esta sendo realizado. Nao se dard qualquer informagao genética
sobre vocé ou seu filho, a outros membros da familia, ou a terceiros sem sua permissao por escrito.

“Pelo presente Consentimento Informado, eu declaro que fui informado de forma clara, detalhada e livre de qualguer
constrangimento ou obrigagdo, dos objetives, da justificativa e dos procedimentos a que sersi submetido, bem como dos
desconfortos e beneficios do presente trabalho. Tive também a oportunidade de discutir e fazer pergunias sobre o trabaiho. Ev,
voluntariamente, concordo em participar deste estudo”.

Assinatura do paciente

“Pelo presente Consentimento Informado, eu declaro que fui informado de forma clara, detalhada e livre de qualguer
constrangimento ou obrigagdo, dos objetivos, da justificativa e dos procedimentos a que meu filho sera submetido, bem como
dos desconfortos @ beneficics do presente trabalho. Tive também a oportunidade de discutir e fazer perguntas sobre o trabalho.
Eu e meu filho voluntariamente concordamos em participar deste estudo”,

Nome do paciente Nome do responsavel/ familiar
Assinatura do responsavel Grau de parentesco € RG do responsével
4
‘/‘
Nome do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador responsavel

* Telefone do Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA 3303 8804,

* Telefone do pesquisador responsavel Prof. Dr. Giorgio Paskulin: 3303 8774

‘& /0é D, > 30

Porto Alegre, / !

CEP/UFCSPA
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PROTOCOLO DE TUMORES ENCEFALICOS

SERVICO DE NEUROLOGIA E NEUROCIRURGIA DR MARIO COUTINHO

NOME: REGISTRO: SEXO:
DATA DE NASCIMENTO:___ /___/ DATADACIRURGIA: ___ /  / CONVENIO: IDADE (anos) :
INTERNAGAO: ___ /  / ALTA: __ /  /_ PROCEDENCIA: FONE: (___)
APRESENTAGAO CLINICA:
[ THIC () cefaléia () papiledema [ ] Déficit focal () motor
() vomitos () M perimetro cefalico () paralisia de nervos cranianos - qual:,

[ 1 Crise convulsiva
[ 1Distdrbio hormonal - GH () aumentado () diminuido
- Prolactina () aumentada () diminuida
- Cortisol () aumentado () diminuido

- Gonadotrofinas () aumentadas () diminuidas [ 1O0utra:

[ 1Sindrome cerebelar

lado:.
( ) ataxia de marcha
() incoordenagado apendicular

() déficit visual

-TSH ()aumentado () diminuido
COMORBIDADES:

ANTECEDENTES:

[ 1 Consanguinidade entre os pais do paciente Tipo:

[ 1 Historia familiar de cancer Familiar:
Familiar:
Idade no diagndstico:

Idade no diagndstico:
Idade no diagndstico:

[ ] Histéria pessoal de cancer Neoplasia:

Neoplasia:
Neoplasia:

LOCALIZAGAO DO TUMOR:
[ 1SUPRATENTORIAL

[ 1 Hemisférico () frontal () fronto-temporal () fronto-parietal
lado: () parietal () parieto-occipital () occipital
() temporal () temporo-parietal

[ 1Selar / Supraselar
[ 1Intraventricular () 32 ventriculo

() ventriculo lateral () corno frontal

[ 1INFRATENTORIAL
[ 1 Hemisfério cerebelar - lado:.
[ 1Vermis / 42 ventriculo
[ 1Tronco cerebral () difuso
() bulbo
() ponte

() teto do mesencéfalo

lado: () antro [ 1Nervos cranianos
() corno occipital qual:
() corno temporal lado:
[ 1Regido da Pineal
[ 10rbita ()intraconal () extraconal lado:
HIDROCEFALIA:
[ 1NAO [ 1SIM () DVE (dias com DVE pré-op:, ; dias com DVE pés-op:, )
()DVP pré-op () DVP pos-op (n° de dias pés-op até colocar DVP: )

RESULTADO DA RESSECCAO: Considerando tto ciriirgico TOTAL, incluindo o resultado apés as Reintervengées.

[ 1Ressecgdo total [ ] Ressecgdo subtotal % retirado [ 1Bidpsia
VIA DE ABORDAGEM:
# Hemisférico:

Craniotomia

# Pineal:
[ 1Supracerebelar - infratentorial

# Regido selar supraselar

[ 1 Transesfenoidal

[ 1Subfrontal unilateral - lado:
() com retirada do rebordo orbitario
() sem retirada do rebordo orbitério

[ 1Subfrontal bilateral

[ 1Pterional - lado:

[ 1Fronto-orbito-zigomatica - lado:

[ 1 Transcalosa

# Intraventricular:
[ 1 Transcortical - lado:.
[ 1 Transcalosa

# Orbital:
[ 1 Orbitotomia lateral - lado:
[ 1Intracraniana subfrontal

ANATOMO-PATOLOGICO:
Tipagem Histolégica da OMS para Tumores do SNC:

[ 1Transcalosa posterior
[ 1Suboccipital - transtentorial

# Fossa posterior:

[ 1 Mediana
[ 1 Paramediana a:
[ 1Retromastoidéia a:

REINTERVENGAO NO TUMOR: [ ] NAO
[ 1 completar ressecgdo inicial
[ 1recidiva ()local () outra localizagdo - Onde:

[ 1SIM (n° de reintervengdes realizadas:,

Complicagdes Reintervengdo:

DATA DA 12 REINTERVENGAO: (

COMPLICAGOES CIRURGICAS: (12 cirurgia OU reintervengio se foi para completar a ressecgéo inicial)

[ 1 Nenhuma

[ 1 Piora dos sintomas iniciais [ 1 Déficit motor novo - Qual:

meses apds a 19 cirurgia)

[ 1 Disfasia

[ 1Fistula liqudria
[ 1Infecgdo Agente:

[ ]Lesdo de nervos cranianos () transitéria () definitiva Qual: | I IV V VI

[ ]1Lesdo do Il nervo craniano () amaurose bilateral
[ ] Diabetes insipidus

[ 1 Crise convulsiva

[ 1Dist. Hormonal - { de: ()GH () Cortisol

() Prolactina () Gonadotrofinas () TSH

VI
() amaurose unilateral (lado:

Vil IX X X Xl lado:
) () Hemianopsia (tipo:_ )



[ 1 Morte (até 30 dias da cirurgia)
[ 1Outra:

ALTA HOSPITALAR: TEMPO DE INTERNACAO: dias

TRATAMENTO COMPLEMENTAR:
[ 1 Quimioterapia - Qual protocolo:

[ 1Radioterapia - ()local () neuroeixo Dose:

DATA DA ULTIMA REVISAO:

[ ] Vivo SEM doenga meses apos a cirurgia
[ 1Vivo COM doenga estavel meses apds a cirurgia
[ ] Vivo COM doenga em progressdo meses apds a cirurgia

[ 10bito meses apds a cirurgia DATA DO OBITO:
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